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Cap 7-metilguanosina en el extremo 5’ del RNAm. 
cDNA DNA copia. 
CDP citidina-5’-difosfato.  
cGMP guanosina-5’-monofosfato cíclico. 
Cit citidina. 






DMSO dimetil sulfóxido. 
dNTP 2’-desoxinucleósido-5’-trifosfato. 
DTT ditiotreitol. 
E. coli Escherichia coli. 
EDTA etilén diamino tetraacetato. 











IMPDH inosín-monofosfato deshidrogenasa. 
IPTG isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 
kDa kilodalton. 
lacZ  gen que codifica la β-galactosidasa. 
LB  Luria-Bertani. 
Mg2+  iones magnesio. 
MTT  metil tiazol tetrazolio.	  











RE retículo endoplásmico. 
RNAm ácido ribonucleico mensajero. 
RNAr ácido ribonucleico ribosómico. 
RNP ribonucleoproteína. 
r.p.m. revoluciones por minuto. 
RT retrotranscriptasa. 
RTP ribavirina-5’-trifosfato. 
RVS respuesta virológica sostenida. 
SFB suero fetal bovino. 
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Sn entropía normalizada de Shannon. 










En la presente Tesis Doctoral se han utilizado los siguientes términos, acrónimos o 
abreviaturas de la terminología científica inglesa: 
 
AMPK  (Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase). Proteín kinasa 
activada por AMP. 
BHK (Baby-Hamster Kidney). Riñón de hamster recién nacido. 
BSA (Bovine Serum Albumin). Albumina de suero bovino. 
CC50 (Cytotoxic Concentration 50). Concentración de droga necesaria para 
reducir el número de células a la mitad. 
Cre (Cis acting replication element). Elemento de replicación en cis. 
DAA (Directly-Acting Antiviral Agents). Antivirales de acción directa. 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Medio mínimo de Eagle 
modificado por Dulbecco. 
DNA (Desoxiribonucleic Acid). Ácido desoxirribonucleico. 
DsRNA (Double strand RNA). RNA de doble cadena. 
Fingers “dedos”. Subdominio de las RpRd. 
Fingertips “punta de los dedos”. Subdominio de las RpRd. 
Fitness eficacia biológica relativa de un virus respecto a otro. 
FMDV (Foot-and-Mouth-Disease Virus). Virus de la Fiebre Aftosa. 
GFP (Green Fluorescent Protein). Proteína verde fluorescente. 
HCV (Hepatitis C Virus). Virus de la Hepatitis C. 
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HIV (Human Immunodeficiency Virus). Virus de la Inmunodeficiencia 
Humana. 
Huh (Human Hepatoma). Hepatoma Humano. 
HVR-I (Hypervariable Region I). Región hipervariable I. 
IC50 (Inhibitory Concentration 50). Concentración de droga necesaria para 
producir una inhibición del 50% en la producción de virus. 
IRES (Internal Ribosome Entry Site). Sitio interno de entrada de ribosomas. 
IRRDR (IFN/RBV Resistance-Determining Region). Región determinante de la 
resistencia a interferón y ribavirina. 
ISDR  (Interferon Sensitivity-Determining Region). Región determinante de 
la sensibilidad a interferón. 
ISG  (Interferon-Stimulated Gene). Gen estimulado por interferón. 
LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis Virus). Virus de la coriomeningitis 
linfocítica. 
LDL (Low Density Lipoprotein). Lipoproteína de baja densidad. 
MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein). Adaptador mitocondrial de 
señalización antiviral. 
MPA (Mycophenolic Acid). Ácido micofenólico. 
MOI (Multiplicy of Infection). Multiplicidad de infección. 
NLS (Nuclear Localization Signal). Señal de localización nuclear. 
PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Electroforesis en geles de 
poliacrilamida. 
Palm “palma”. Subdominio de las RpRd. 
PBS  (Phosphate Buffered Saline). Solución salina tamponada con fosfato. 
PCR (Polymerase Chain Reaction). Reacción en cadena de la polimerasa. 
PFU (Plaque forming unit). Unidad formadora de placa. 
RdRp (RNA-dependent RNA polymerase). Polimerasa de RNA dependiente de 
RNA. 
RFP (Red Fluorescent Protein). Proteína roja fluorescente. 
RNA (Ribonucleic Acid). Ácido ribonucleico. 
RT-PCR (Retrotransciptase-PCR). Reacción de transcripción inversa seguida de 
amplificación por PCR. 
SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome). Síndrome respiratorio agudo 
severo. 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). Dodecil sulfato sódico. 
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SOC (Super Optimal Broth). Caldo super óptimo. 
SR-BI Receptor Scavenger clase B tipo I. 
Tailing Reacción de adición de A en el extremo del DNA mediante DNA 
polimerasa Taq. 
TCID50  (Tissue Culture Infectious Dose 50). Es la dosis infecciosa necesaria 
para infectar el 50% de las células en un cultivo celular. 
Th1/2 (T helper 1/2). Linfocitos T cooperadores 1 ó 2. 
Thumb “pulgar”. Subdominio de las RdRp. 
TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β). Activador de 
interferón asociado al receptor Toll. 
UDPS (Ultra-deep Pyrosequencing). Secuenciación masiva. 
UTR  (Untranslated Region). Región genómica no codificante. 
VLDL  (Very Low Density Lipoprotein). Lipoproteína de muy baja densidad. 
VSV (Vesicular Stomatitis Virus). Virus de la estomatitis vesicular. 
Western Blot técnica inmunoenzimática para la detección de proteínas. 
wt (wild-type). Tipo salvaje. 
 
 
Códigos de una y tres letras de los aminoácidos: 
 
 
Alanina  Ala, A Leucina Leu, L 
Arginina  Arg, R Lisina Lys, K 
Ácido aspártico  Asp, D Metionina Met, M 
Asparagina  Asn, N Fenilalanina Phe, F 
Cisteína  Cys, C Prolina Pro, P 
Ácido glutámico Glu, E Serina Ser, S 
Glicina  Gly, G Tirosina Tyr, Y 
Glutamina  Gln, Q Treonina Thr, T 
Histidina  His, H Triptófano Trp, W 
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1. Summary (Resumen). 
 
RNA viruses exhibit high mutation rates during genome replication. Nucleotide 
analogues can increase the mutation rate of RNA viruses by acting as ambiguous substrates 
during replication. They have been explored as antiviral agents acting through lethal 
mutagenesis. Lethal mutagenesis, or virus extinction produced by enhanced mutation rates, is 
an antiviral strategy that aims at counteracting the adaptive capacity of viral quasispecies, 
avoiding selection of antiviral-escape mutants. Hepatitis C virus (HCV) is a RNA virus whose 
infections affect about 180 million people worldwide, and about 75% of newly infected patients 
progress towards a chronic infection, with a risk of severe liver disease. The main objective of 
this PhD thesis was to characterize the mechanism of anti-HCV activity produced by ribavirin 
in hepatoma Huh-7.5 in cell culture. The study led to the observation that guanosine can 
produce inhibition of HCV progeny production, and that inhibition is also related to a lethal 
mutagenic effect triggered by this nucleoside. 
Ribavirin is a recognised mutagenic agent for several other RNA viruses, but it is not 
clear whether it exerts its anti-HCV activity through mutagenesis or other mechanisms. In the 
present thesis we provide evidence of a mutagenic activity of ribavirin, documented by 
statistically significant increases of mutant spectrum complexity (as determinated by mutation 
frecuency, genetic distances and Shannon entropy), and a mutational bias in favor of G→A and 
C→U transitions. Both molecular cloning and Sanger sequencing, and ultra-deep 
pyrosequencing have been used for the analysis of HCV populations. Ribavirin treatment 
resulted in nucleotide imbalances (a reduction of intracellular GTP and an increase of UTP, 
ATP and CTP). Control experiments using mycophenolic acid and guanosine indicated that 
GTP depletion cannot explain ribavirin mutagenesis. Moreover, HCV extinction by ribavirin, 
but not by the non-mutagenic HCV inhibitor mycophenolic acid, occurred with decreases of 
specific infectivity, a feature typical of lethal mutagenesis. Thus, at least part of the antiviral 
activity of ribavirin on HCV in Huh-7.5 cells is exerted via lethal mutagenesis.  
Unexpectedly, guanosine which partially counteracted the inhibitory activity of 
ribavirin, inhibited HCV progeny production. We studied the effect of high concentrations of 
guanosine and other nucleotides on HCV and Huh-7.5 cells. Guanosine, but no the other 
nucleosides, produces a general decrease of the NTP/NDP ratios. Guanosine exerts its anti-
HCV activity through mutagenesis, with a significant increase of the proportion of deletions 
and insertions, accompanied of a decrease of specific infectivity. This antiviral activity is not 
observed with other RNA viruses, and it constitutes the first example of a metabolite-induced 
lethal mutagenesis.  
The results open the way to study means to increase the efficacy of lethal mutagenesis-
















































2.1. Virus RNA. 
 
Los virus son agentes infecciosos microscópicos y acelulares sin metabolismo propio; es 
por ello que necesitan un hospedador para replicar. El ciclo infeccioso de un virus está 
constituido por varias etapas: reconocimiento de células susceptibles, entrada, desensamblaje 
de las partículas, uso del metabolismo celular para replicarse y producir progenie viral 
infecciosa y salida de la célula (Ehrenfeld et al, 2010). Las infecciones víricas puede ser citopá-
ticas o persistentes; ello depende de la naturaleza del virus, de la células infectada y del 
hospedador (Buenz & Howe, 2006; Domingo et al, 1998; Kirzinger & Stavrinides, 2012; 
Oldstone, 2006).    
 
 Los virus RNA son virus que usan RNA como material genético. El RNA puede ser 
monocatenario o bicatenario. Los virus con RNA monocatenario pueden clasificarse, a su vez, 
según la polaridad de su RNA genómico en negativos (RNA de polaridad opuesta a la de los 
RNA mensajeros víricos) o positivos (RNA de la misma polaridad que los RNA mensajeros 
víricos). Estos virus suponen el 70% de los virus patógenos que infectan organismos superiores 
y producen enfermedades de importancia biomédica (SIDA, hepatitis víricas, poliomielitis, 
gripe, etc.) y agroalimentaria (fiebre aftosa, lengua azul, virus de la tristeza de los cítricos, etc.) 	  
2.2. Variabilidad genética en las poblaciones de virus RNA. 
 
Las poblaciones de virus RNA exhiben una elevada variabilidad y heterogeneidad 
genética lo que les confiere una gran capacidad adaptativa (Domingo et al, 2012). Los virus 
RNA de mamíferos que evolucionan más rápidamente son aquellos que infectan células 
epiteliales. Se ha visto que el tropismo celular es capaz de predecir las frecuencias de mutación 
a largo plazo de virus RNA y su capacidad adaptativa (Hicks & Duffy, 2014). La gran variabilidad 
genética típica de las poblaciones de virus RNA se debe a varios factores que se explican a 
continuación. 
 
El primero de ellos es la elevada tasa de error durante la replicación del RNA viral. Las 
frecuencias de mutación observadas para virus RNA se encuentran en torno a 10-3 a 10-5 erro-
res por nucleótido copiado (Batschelet et al, 1976; Domingo & Gomez, 2007; Drake, 1991; 
Drake & Holland, 1999). Estos valores son muy superiores a los que presentan los organismos 
con DNA como material genético (de 10-8 a 10-11 errores por nucleótido copiado) (Drake, 
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1991; Echols & Goodman, 1991; Kunkel & Alexander, 1986). Contrariamente a las RNA 
polimerasas dependientes de RNA (RdRp), las DNA polimerasas celulares replicativas incluyen 
actividades exoribonucleasa 3’-5’ (Exo 3'-5') correctoras de errores (Bernad et al, 1989). Los 
virus RNA carecen de actividad correctora de errores a excepción del género Coronavirus, al 
que pertenece el virus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS), y que cuenta con una 
actividad Exo 3’-5’ en su proteína Nsp14 (Denison et al, 2011; Eckerle et al, 2010; Eckerle et al, 
2007). Los Coronavirus a los que se les ha inactivado la actividad Exo 3'-5' son susceptibles a la 
mutagénesis letal usando los análogos de nucleósido ribavirina (R) y 5’-Fluorouracilo (FU) 
(Smith et al, 2013). Otra causa por la cual los nucleótidos incorporados erróneamente en los 
virus RNA no pueden ser reparados, lo que incrementa la tasa de error, es la ausencia de 
mecanismos de reparación de DNA celulares. Los mecanismos de reparación de error que 
ejercen su actividad en una fase post-replicativa actúan sobre DNA bicatenario, pero no sobre 
RNA bicatenario o híbridos de DNA:RNA (Friedberg et al, 2006; Schaaper, 1993).  
 
Los virus RNA cuentan con ciclos replicativos rápidos ya que son capaces de producir 
generalmente una numerosa progenie infecciosa en cuestión de minutos u horas de infección, 
lo que representa múltiples rondas de replicación de RNA vírico durante las cuales se 
introduce un alto número de mutaciones en el RNA. 
 
Otros dos mecanismos que añaden variabilidad a las poblaciones de virus son la 
capacidad de recombinar de manera homóloga y no homóloga, más frecuente en virus de 
polaridad positiva (Agol, 2006; Gallei et al, 2004; Gonzalez-Candelas et al, 2011; Mikkelsen & 
Pedersen, 2000). En virus RNA segmentados los reordenamientos génicos generan grandes 
cambios genotípicos y fenotípicos. Los reordenamientos génicos en el virus de la gripe son a 
menudo el origen de saltos antigénicos (cambios grandes que afectan a uno o ambos antígenos 
de superficie) y pandemias (Greenbaum et al, 2012; Smith et al, 2009).   
 
2.2.1. Cuasiespecies como concepto de unidad de selección. 
  
La teoría de cuasiespecies fue desarrollada por Eigen y Schuster como un modelo de 
evolución molecular para describir la estructura poblacional y adaptabilidad de replicones 
primitivos (Biebricher & Eigen, 2006; Domingo et al, 2012; Eigen, 1971; Eigen & Biebricher, 
1988; Eigen et al, 1988; Eigen & Schuster, 1979). Los primeros modelos experimentales 
utilizados fueron el fago Qβ, el virus de la fiebre aftosa (FMDV) y el virus de la estomatitis 
vesicular (VSV) (Domingo et al, 1980; Domingo et al, 1978; Holland et al, 1982; Sobrino et al, 
1983). El concepto de cuasiespecies se refiere mayoritariamente a virus RNA, pero también 
aplica a la organización de algunos virus DNA (Ge et al, 2007; Isnard et al, 1998; López-Bueno 
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et al, 2006). Más recientemente el término cuasiespecies se ha utilizado para explicar la 
heterogeneidad genética de bacterias y células tumorales así como la heterogeneidad 
conformacional de priones (Li et al, 2011; Ojosnegros et al, 2011; Solé & Deisboeck, 2004; 
Weissmann et al, 2011).  	  
Las cuasiespecies víricas se definen como un conjunto de genomas no idénticos, pero 
estrechamente relacionados entre sí, llamados también espectro de mutantes que están 
sometidos a variación genética, competición y selección. Las cuasiespecies se caracterizan por 
poseer una secuencia consenso y una secuencia maestra (Fig. 2.2). Consenso es la secuencia 
nucleotídica que presenta en cada posición el nucleótido más frecuente en el conjunto de 
genomas de la población y no tiene por qué estar representada en el espectro de mutantes. 
Maestra es la secuencia dominante en la población por tener la mayor capacidad replicativa 
(fitness o eficacia biológica) (Biebricher & Eigen, 2006).    
 
Además de los factores genéticos señalados al comienzo del apartado, en los virus 
RNA también está favorecida la generación de diversidad por el elevado tamaño poblacional, la 
presencia ocasional de cuellos de botella poblacionales o los cambios ambientales, entre otros 
factores. En las poblaciones de virus gran cantidad de genomas mutantes no son viables o 
poseen una eficacia biológica inferior a la del virus silvestre (revisado en Domingo et al, 2012). 
En esta situación, entre aparición y desaparición de genomas, la población puede aproximarse 
a un equilibrio en el que coexisten múltiples genomas que constituyen el espectro de mutantes 
(Manrubia et al, 2005). Esta estructura poblacional de las cuasiespecies víricas ha sido el punto 
central de las investigaciones en nuestro laboratorio (Domingo & Gomez, 2007; Domingo et 
al, 2006; Domingo et al, 1978; Eigen, 1993; Holland et al, 1982; Manrubia et al, 2005; Nowak, 
1992). 
  
Los cuellos de botella poblacionales consisten en una reducción drástica del tamaño 
poblacional, que produce la amplificación de subpoblaciones de genomas, lo que dará lugar a 
una nueva cuasiespecie que puede diferir de la parental en la composición de genomas y, en 
consecuencia, en las propiedades biológicas del conjunto (Escarmís et al, 1996; Pfeiffer & 
Kirkegaard, 2006) (Fig. 2.2).  
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Figura 2.2. Esquema 
de la estructura de 
cuasiespecies y sus 
mecanismos de 
evolución. En la parte 
superior se representan 
las secuencias maestra y 
consenso de cada 
cuasiespecie. Las líneas 
representan genomas y 
los símbolos sobre cada 
línea indican mutaciones. 




relacionados pero no 
idénticos. La selección de 
un número elevado de 
genomas (recuadro 
amarillo izquierdo) 
produce una cuasiespecie 
cuyas secuencias maestra 
y consenso son 
diferentes entre sí y 
varían respecto a la población original. Un cuello de botella (cuadro amarillo derecho) generalmente dará lugar a 
una cuasiespecie más homogénea (secuencias consenso y maestra parecidas o idénticas). 
 
 
2.2.2. Implicaciones biológicas de la dinámica de cuasiespecies.  	  
Las propiedades de una cuasiespecie dependen de los genomas que la forman y de como 
interaccionan positiva (complementación) o negativamente (interferencia) los unos con los 
otros. La gran variedad genotípica y fenotípica de los genomas que la componen dotan a la 
cuasiespecie de una alta capacidad de adaptación a distintos ambientes y circunstancias 
adversas. El ambiente que se genera por acción del sistema inmune de un organismo infectado 
supone un reto adaptativo para un virus. Para resistir a la respuesta inmune un virus puede 
utilizar dos estrategias distintas: la modulación o la evasión (Alcami, 2003; Borrego et al, 1993; 
Carman et al, 1993; Seet et al, 2003; Webster, 1999). La existencia de multitud de genomas 
distintos hacen posible ampliar el rango de hospedador, el tropismo celular y variar el grado de 
virulencia (Baranowski et al, 2003; Bergelson, 2003; Borderia et al, 2010; Domingo et al, 2012; 
Spear et al, 2000). El tratamiento de enfermedades de origen vírico se hace difícil por la 
generación o selección de mutantes resistentes a los agentes antivirales en la población  
(Domingo et al, 2012) .    
  
La complejidad del espectro de mutantes también influye en el comportamiento y la 
adaptación de una población de virus. En poliovirus (PV) se ha observado que un virus mutante 
con fidelidad de copia incrementada genera una cuasiespecie más homogénea que el virus 









& Kirkegaard, 2005a; Vignuzzi et al, 2006). Por otra parte, una mayor complejidad de la 
cuasiespecie del virus de la hepatitis C (HCV) en pacientes crónicamente infectados se 
corresponde con una menor probabilidad de eliminación del virus mediante el tratamiento 
estándar de interferón-α (INF-α) y R (Farci et al, 2000; Pawlotsky, 2000; Pawlotsky et al, 
1998), aunque otros estudios no han permitido generalizar dicha afirmación (Donlin et al, 
2007; Fan et al, 2009).  
 
2.3. Catástrofe de error, defección letal y mutagénesis letal 
como estrategia antiviral. 
 
Estudios teóricos sobre replicación de genomas con altas tasas de error predijeron la 
existencia de un umbral de error en la copia de material genético por encima del cual no es 
posible mantener la información genética de modo estable (Eigen, 2002; Eigen & Biebricher, 
1988; Schuster & Stadler, 1999; Swetina & Schuster, 1982). Al proceso de superar ese umbral 
de error se le conoce como entrada en catástrofe de error. La transición a catástrofe de error 
en virus está marcada por la pérdida de superioridad de la secuencia maestra y por una 
alteración del espacio de secuencias. Como extensión del concepto de catástrofe de error al 
caso de virus, se denomina mutagénesis letal al proceso de extinción de virus por aumento de 
la tasa de error (Anderson et al, 2004; Domingo, 2005; Loeb et al, 1999; Loeb & Mullins, 
2000). Las poblaciones virales que replican con una fidelidad de copia por encima del umbral 
de error muestran acumulación de mutaciones deletéreas, de manera que los genomas pasan a 
estar sometidos a una selección negativa sin posibilidad de escape, lo que conduce a la pérdida 
de la información genética y a la extinción (Fig. 2.3). Un incremento en la tasa de mutación 
puede generar genomas virales defectivos, pero competentes en replicación, denominados 
defectores. Los genomas defectores interfieren con la replicación del virus estándar y 
contribuyen a la supresión de la replicación del conjunto de la población y al colapso del 
sistema. Este modelo denominado modelo de defección letal fue descrito para LCMV (Grande-
Pérez et al, 2005b). La interferencia ejercida por genomas defectivos con sustituciones de 
aminoácido bien caracterizadas en la cápsida y polimerasa víricas fue demostrada con el FMDV 
(Perales et al, 2007). Es conveniente distinguir la defección letal de la extinción debida a un 
incremento de mutaciones letales. El modelo actual más aceptado es que la defección letal 
constituye una fase inicial de mutagénesis letal que puede solaparse con la siguiente fase de 
aparición de mutaciones letales. Tanto la defección letal como las mutaciones letales pueden 
llevar el virus a la extinción (Domingo et al, 2012). Las características de la mutagénesis letal 
son incremento de la frecuencia de mutación, invariabilidad de la secuencia nucleotídica 
consenso y en algunos casos un desplazamiento en el espacio de secuencias con aparición 




Figura 2.3. Esquema de la entrada 
en catástrofe de error en virus. La 
tasa de mutación durante la replicación de 
los virus está determinada por la necesidad 
de la transmisión fiable de la información 
genética (Eigen, 2002). Cuando la fidelidad 
de copia disminuye hasta alcanzar el umbral 
de error, la cuasiespecie no tiene capacidad 
de adaptación por acumulación excesiva de 
mutaciones deletéreas y el sistema entra en 




La mutagénesis letal ha sido demostrada para distintos virus, en estudios en cultivos 
celulares e in vivo, empleando agentes mutagénicos, notablemente análogos de nucleósido. 
Algunos ejemplos son el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1) (Dapp et al, 2013; Loeb 
et al, 1999; Tapia et al, 2005), PV (Crotty et al, 2002; Crotty et al, 2001; Crotty et al, 2003; 
Crotty et al, 2000), FMDV (Airaksinen et al, 2003; González-López et al, 2004; Pariente et al, 
2003; Pariente et al, 2005; Sierra et al, 2000), virus de la coriomeningitis linfocítica de ratón 
(LCMV) (Grande-Pérez et al, 2005a; Grande-Pérez et al, 2005b; Grande-Pérez et al, 2002), 
entre otros. Para el HCV se ha demostrado que la ribavirina es mutagénica, pero la primera 
evidencia de que se extingue por mutagénesis letal se ha obtenido en la presente Tesis 
Doctoral (Asahina et al, 2005; Contreras et al, 2002; Dietz et al, 2013; Hofmann et al, 2007; 
Kanda et al, 2004; Ortega-Prieto et al, 2013; Pfeiffer & Kirkegaard, 2005b; Zhou et al, 2003).  
 
2.4. El virus de la hepatitis C (HCV) como modelo de estudio de 
cuasiespecies virales y mutagénesis letal. 
 
2.4.1. HCV y la familia Flaviviridae. 
El HCV fue identificado en 1989 a partir de suero de un paciente que presentaba 
hepatitis no-A, no-B (Choo et al, 1989). HCV afecta principalmente al hombre, aunque el 
chimpancé también puede ser infectado y ha servido como animal modelo en investigaciones in 
vivo. Virus relacionados con el HCV humano han sido aislados recientemente en otras especies 
animales (Kapoor et al, 2011; Kapoor et al, 2013). El virus infecta principalmente hepatocitos, 
aunque también se ha descrito infección de otros tipos celulares como los linfocitos B y T, las 
células dendríticas y los monocitos (Kondo & Shimosegawa, 2013). 
 
Aproximadamente 170 millones de personas en el mundo (un 3% de la población 
mundial) están infectadas con el HCV (según datos de la Organización Mundial de la Salud, 




OMS). Al ser un virus hepatotrópico los individuos crónicamente infectados tienen un alto 
riesgo de desarrollar enfermedades severas en el hígado, incluyendo cirrosis y carcinoma 
hepatocelular (Deuffic-Burban et al, 2007; Ploss & Dubuisson, 2012; Quer et al, 2008; 
Williams, 2006). El virus se transmite principalmente a través de la exposición percutánea 
directa con sangre infectada, típicamente por transfusión sanguínea o por uso compartido de 
jeringuillas. También hay riesgo de transferencia vertical en el caso de mujeres con altos 
niveles de carga viral durante el embarazo.	  	  
 	   HCV pertenece al género Hepacivirus dentro de la familia Flaviviridae. El virus se 
caracteriza por ser pleiomórfico, con envuelta, tener un diámetro aproximado de 50-80 nm y 
una nucleocápsida de simetría icosaédrica. Su genoma es un RNA de cadena sencilla y 
polaridad positiva de 9,6 Kb. Está compuesto de una región 5´ no codificante (que incluye un 
sitio de entrada del ribosoma, IRES), un marco de lectura abierto que codifica las proteínas 
estructurales y no estructurales, y una región 3´ no codificante (Hoffman & Liu, 2011). Las 
proteínas estructurales (que forman la partícula viral) incluyen la proteína core y las 
glicoproteínas E1 y E2 de la envuelta. Las proteínas no estructurales son la p7 (canal iónico), la 
proteasa NS2-3, la serín-proteasa NS3 (que también posee actividad helicasa de RNA), la 
NS4A o cofactor de la NS3, la proteína transmembrana NS4B, la fosfoproteína NS5A y la RNA 
polimerasa dependiente de RNA (RdRp) NS5B (Moradpour et al, 2007; Scheel & Rice, 2013). 
La variabilidad genética de este virus se debe principalmente a su alta tasa replicativa (se estima 
que la producción y eliminación de partículas virales es aproximadamente 1012 partículas 
virales por persona y día), a una alta tasa de error debida a la falta de una actividad correctora 
de pruebas en su RdRp y a la ausencia de actividades de corrección de errores post-
replicativos en el RNA (Domingo et al, 2012; Neumann et al, 1998).  Así, su comportamiento a 
nivel poblacional se rige por la dinámica de cuasiespecies (Farci, 2011; Martell et al, 1992; 
Pawlotsky, 2006). 	  
 	   Los aislados de HCV se clasifican en genotipos y subtipos. Se han descrito 7 genotipos, 
que difieren en su secuencia nucleotídica en un 31-34%. Dentro de cada genotipo, los subtipos 
se distinguen a su vez por variaciones de secuencia en torno al 20-25% (Simmonds et al, 2005).  
Los subtipos más representados en los países occidentales son 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 6a. Esta 
Tesis Doctoral se ha centrado en estudiar el efecto de drogas antivirales sobre un virus del 
subtipo 2a adaptado a cultivos de células hepáticas.    
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 2.4.2.Sistemas modelo para el estudio del HCV. 
 
El establecimiento de sistemas modelo (animales y cultivos celulares) que permitan 
estudiar los distintos aspectos de la patogenia de HCV constituye un enorme desafío en el 
campo de la virología humana. Hasta el momento el único modelo animal capaz de mimetizar 
la infección en humanos es el chimpancé, que ha sido crucial para realizar estudios de 
inmunidad innata y adaptativa, así como de eficacia de vacunas experimentales frente a HCV 
(Bukh, 2012). Otros modelos animales como el ratón no son susceptibles de forma natural a la 
infección. Sin embargo, la infección de ratones inmunocompetentes modificados genéticamente 
que expresan de manera transitoria dos factores humanos esenciales, la tetraspanina (CD81) y 
la ocludina (OCLN), han permitido validar el papel de ambas proteínas en la entrada del virus 
(Dorner et al, 2011). En ratones transgénicos que expresan de manera estable los receptores 
CD81 y OCLN se han obtenido evidencias de producción de partículas virales de novo 
(Dorner et al, 2013). Además, el desarrollo de ratones con hígado humanizado también ha 
permitido crear líneas permisivas a la infección (Mercer et al, 2001). Un modelo animal 
pequeño que reproduzca todas las etapas de la infección sería una herramienta enormemente 
prometedora para investigaciones futuras sobre patogenia viral in vivo, ensayo de vacunas y 
nuevas aproximaciones terapeúticas. 
 
El establecimiento en el año 1999 de un sistema de replicación para el genotipo 1b 
basado en replicones subgenómicos conteniendo las zonas codificantes de proteínas no 
estructurales constituyó un punto de partida importante para entender la replicación 
intracelular de HCV en células de hepatoma humano (Lohmann et al, 1999). La presencia de 
mutaciones de adaptación fue necesaria para aumentar la eficiencia de estos replicones (Blight 
et al, 2000). En 2003, el desarrollo de un sistema de pseudopartículas donde las glicoproteínas 
E1 y E2 de HCV se ensamblaron en partículas lentivirales permitió profundizar en el estudio de 
la entrada viral así como de anticuerpos neutralizantes (Bartosch et al, 2003; Hsu et al, 2003). 
En 2005, las características replicativas únicas del aislado JFH-1 del genotipo 2a permitieron 
completar el ciclo viral en células de hepatoma humano sin la necesidad de mutaciones de 
adaptación. Tanto este aislado como virus quiméricos derivados de él, constituyeron el primer 
sistema robusto de producción de partículas virales en cultivos celulares (Lindenbach et al, 
2005; Wakita et al, 2005; Zhong et al, 2005). Este aislado permitió establecer quimeras de 
distintos genotipos en las regiones core-NS2, NS3-4A y NS5A (Gottwein et al, 2009; 
Pietschmann et al, 2006; Scheel et al, 2011). Recientemente se han establecido nuevos sistemas 
de replicación en cultivos celulares para aislados de HCV de los genotipos 1a, 2a, 2b y 3a (Kim 
et al, 2014; Li et al, 2012a; Li et al, 2012b). Ninguno de ellos muestra una eficacia replicativa 
comparable a la del aislado JFH-1. La mejora de la replicación de HCV quiméricos sería 
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esencial para caracterizar con mayor detalle el ciclo de vida de HCV, así como para 
profundizar en la eficacia de drogas antivirales dirigidas tanto a dianas virales como celulares.  
 
Esta Tesis Doctoral ha sido posible gracias a una colaboración con el grupo del Dr. 
Charles Rice de quien hemos obtenido el plásmido conteniendo el genoma completo de HCV 
adaptado a replicar en cultivos de células de hepatoma humano (Lindenbach et al, 2005) (ver 
apartado 4.2 de Materiales y Métodos). 
2.4.3. Estructura y función de las regiones no codificantes y de las 
proteínas de HCV.  
 
2.4.3.1. Regiones no codificantes. 
 
5’ UTR . 
Es la región no codificante situada en el extremo 5’ del RNA. Está altamente 
conservada entre aislados y contiene un IRES (importante para la traducción independiente de 
cap) y 4 dominios (I a IV) de los cuales los dominios I y II son imprescindibles para la 
replicación del genoma viral (Friebe et al, 2001). El microRNA miR-122, que se expresa de 
forma abundante y específica en el hígado, potencia la replicación uniéndose al extremo 5’UTR. 
El RNA miR-122 ha sido considerado una posible diana terapéutica (Jopling et al, 2005) (Fig. 
2.4.3.1).  
 
Figura 2.4.3.1. Esquema del genoma de HCV y del procesamiento de la poliproteína. Las 
distintas regiones y su función se describen en el texto. Véase que hay una interrupción en la cadena de RNA donde 









































3’ UTR . 
Es la región no codificante situada en el extremo 3’ y está compuesta por una región 
variable corta, un poli U/UC de unos 80 nucleótidos y otra conservada de 98 nucleótidos 
llamada X-tail (3’X) (Fig. 2.4.3.1). Ésta última y parte de la región variable son esenciales para la 
replicación tanto in vivo como in vitro (Friebe & Bartenschlager, 2002; Kolykhalov et al, 2000; 
Yanagi et al, 1999; Yi & Lemon, 2003).  
 
CRE . 
Es un elemento que actúa en cis  y es esencial para la replicación. Se sitúa en la región 
C-terminal de la NS5B (Fig. 2.4.3.1). El stem loop 5B-SL3.2 (que se encuentra dentro de una 
estructura cruciforme llamada 5B-SL3) es esencial e interacciona con el X-tail de la región 3’ 
UTR creando un pseudonudo necesario para la replicación (Friebe et al, 2005; You et al, 
2004).   
 
2.4.3.2. Estructura y función de las proteínas virales. 
 
Core.  
Es la proteína que forma la nucleocápsida viral. Entre esta proteína y la glicoproteína 
E1 existe una secuencia interna de señalización (de los aminoácidos 171 a 191 de la 
poliproteína) que permite que tenga lugar la escisión de ambas, de forma que E1 queda 
orientada hacia el lumen del retículo endoplasmático (RE) y el core inmaduro (191 
aminoácidos) queda orientado hacia el citosol. Su posterior procesamiento en la región C-
terminal da lugar a la proteína madura de 21-kDa (McLauchlan et al, 2002) (Fig. 2.4.3.1 y 
2.4.3.2). La proteína core madura contiene varias hélices α y se encuentra en las membranas 
del RE, en la web membranosa y en la superficie de las gotas lipídicas. Se ha propuesto que la 
interacción de la proteína core y las gotas lipídicas puede afectar al metabolismo de lípidos, 
siendo este uno de los factores que contribuyen a la esteatosis observada en pacientes 
infectados. La asociación a membranas a través del dominio D2 (hidrofóbico) puede tener un 
papel en la replicación del RNA y en la morfogénesis del virión (Boulant et al, 2006). En el 
dominio N-terminal de core abundan aminoácidos básicos implicados en unión al RNA y en 
oligomerización.  
 
Glicoproteínas de la envuelta, E1 y E2.  
Son proteínas glicosiladas que forman un complejo no covalente que constituye el pilar 
de la envuelta. Su maduración y plegamiento son procesos complejos en los que intervienen 
chaperonas del RE y que dependen de la formación de puentes disulfuro y de procesos de 
glicosilación. Los dominios hidrofóbicos transmembrana de E1 y E2, localizados en su región 
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C-terminal, están involucrados en la heterodimerización y el anclaje al RE (Fig. 2.4.3.2). E1 y E2 
son las proteínas clave en la unión a los receptores celulares y en la fusión a la célula (Douam 
et al, 2014; Khan et al, 2014; Kong et al, 2013; Moradpour et al, 2007). En E2 se encuentra una 
región altamente heterogénea denominada región hipervariable 1 (HVR-1) que ha sido utilizada 
para estudios de diversidad genética de HCV. 
 
 
Figura 2.4.3.2. Localización en la membrana del retículo endoplásmico (RE) y funciones 
principales de las distintas proteínas de HCV. Cada proteína está anclada a la membrana por uno o 
varios segmentos transmembranas o, en el caso de la proteína core y NS5A por hélices α anfipáticas. NS3 está 




Es un polipéptido de 63 aminoácidos que se escinde de manera poco eficiente de E2 y 
NS2, produciéndose por tanto la acumulación de los precursores E2-p7 y E2-p7-NS2 
(Carrere-Kremer et al, 2004; Shanmugam & Yi, 2013). Tiene dos segmentos transmembrana 
conectados por un bucle citoplasmático corto, quedando los extremos N-terminal y C-
terminal orientados hacia el lumen del RE. p7 no se requiere para la replicación in vitro pero es 
esencial para la infección in vivo (Sakai et al, 2003). Forma oligómeros y tiene actividad de canal 
catiónico lo que le sitúa en la familia de las viroporinas (Griffin et al, 2003; Pavlovic et al, 2003). 
Se ha descrito que tiene un importante papel en la maduración y liberación de partículas virales 
lo que le convierte en una diana atractiva para el diseño de agentes antivirales (Fig. 2.4.3.2).  
 
Proteasa NS2-3.  
Se denomina también autoproteasa. Su actividad catalítica reside en la zona C-terminal 
de NS2 y en el primer tercio N-terminal de la proteína NS3. Los residuos His143, Glu163 y 



















NS2 interacciona con las membranas intracelulares a través de su región N-terminal (Fig. 
2.4.3.2). La estructura obtenida por cristalografía ha permitido ver su organización en dímeros 
que incluyen dos sitios activos. Cada sitio activo está compuesto por residuos de los dos 
monómeros: His143 y Glu163 aportados por un monómero y Cis184 por el otro (Lorenz et 
al, 2006).   
   
Complejo NS3-4A.  
Es una proteína multifuncional, con actividad serin-proteasa (localizada en la región N-
terminal) y RNA helicasa/NTPasa (localizada en la región C-terminal), ambas en NS3. NS4A 
actúa como un cofactor para NS3 serín-proteasa y es responsable de la asociación del 
complejo a la membrana celular (Fig. 2.4.3.2). Es una de las dianas para la terapia anti-HCV con 
antivirales de acción directa (Lamarre et al, 2003). Su triada catalítica está formada por los 
residuos His57, Asp81 y Ser139. La helicasa NS3 actúa sobre RNA de doble cadena y RNA de 
cadena sencilla con estructuras secundarias, llevando a cabo el desapareamiento de bases 
acoplado a hidrólisis de ATP (Wolk et al, 2000). HCV bloquea la respuesta inmune innata a 
través del procesamiento del adaptador mitocondrial de señalización antiviral (MAVS) y del 
activador de interferón asociado al receptor Toll (TRIF) por la proteasa NS3; esto da lugar a la 
inactivación de rutas de señalización importantes que podrían favorecer la persistencia del 
virus (Horner & Gale, 2013). 
NS4B.  
Es una proteína de 27 kDa poco caracterizada cuya principal función conocida es 
inducir la formación de una red membranosa que sirve como soporte para el complejo 
replicativo del virus (Egger et al, 2002; Romero-Brey et al, 2012). Además, junto con NS5A, 
promueve la fosforilación de la proteína AMPK (proteín quinasa activada por AMP) durante la 




Es una proteína que puede encontrarse en una forma fosforilada basal (56 kDa) y otra 
forma hiperfosforilada (58 kDa). Hasta el momento se han descrito dos quinasas responsables 
de esta forforilación como son la caseín-quinasa I (CKI) y la fosfatidilinositol 4-quinasa 
(PI4KIIIα)	  (Quintavalle et al, 2006; Reiss et al, 2013). La fosforilación de NS5A es importante 
para el ciclo replicativo de HCV (Reed et al, 1998). Mutaciones adaptativas a cultivos celulares, 
localizadas en proteínas como NS5A y NS4B, afectan frecuentemente a la hiperfosforilación de 
NS5A. La pérdida de ese estado hiperfosforilado se ha relacionado con un incremento de la 
eficiencia replicativa del virus (Appel et al, 2005; Evans et al, 2004; Neddermann et al, 2004). Se 
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encuentra anclada a la membrana con la zona polar de la proteína expuesta a la cara citosólica 
lo que permite la interacción proteína-proteína que es imprescindible para la formación de un 
complejo replicativo funcional (Penin et al, 2004). También interacciona con el RNA viral y 
proteínas del hospedador (Huang et al, 2005; Love et al, 2009; Tellinghuisen et al, 2005). Entre 
sus funciones es de vital importancia la protección que ejerce sobre el RNA viral frente a la 
acción de RNAasas y frente a mecanismos de defensa antiviral disparados por la presencia de 
dsRNA. Los mecanismos de regulación de la traducción, replicación y empaquetamiento no se 
conocen aun completamente, aunque se sabe que NS5A actúa como interruptor entre 
replicación y procesos subsiguientes, acción que depende de su nivel de fosforilación 
(Neddermann et al, 2004; Tellinghuisen et al, 2008). Además, en NS5A se localizan dos 
regiones importantes que afectan a la respuesta al tratamiento con interferón-α pegilado 
(pegIFN-α) y ribavirina, denominadas IRRDR (región determinante de la resistencia a 
interferón y ribavirina) e ISDR (región determinante de la sensibilidad a interferón) (El-Shamy 
et al, 2007; Enomoto et al, 1996).  
 
NS5B.  
Es la RdRp de HCV que cataliza la replicación del RNA vírico. Como otras 
polimerasas, tiene una forma que recuerda a una mano derecha, con dominios fingers, thumb y 
palm (Ago et al, 1999; Bressanelli et al, 2002; Lesburg et al, 1999). Contiene los residuos 
catalíticos GDD en su centro activo. Es una proteína asociada a la membrana celular por 21 
aminoácidos del extremo C-terminal (Fig. 2.4.3.2). Estos residuos son prescindibles para la 
actividad polimerasa in vitro, pero no en cultivos celulares (Moradpour et al, 2004). Esta 
polimerasa carece de actividad Exo 3’-5’ e introduce transiciones preferentemente a 
transversiones (Powdrill et al, 2011). Es una importante diana antiviral.  
 
 Proteínas ARFP/F.  
Se han identificado marcos de lectura abierta alternativos en la región codificante del 
core del genotipo 1a, pero las funciones de las proteínas codificadas no están claras (Branch et 
al, 2005; McMullan et al, 2007). 
 
2.4.4. Estructura del virión y ciclo de vida. 
 
La nucleocápsida viral,  compuesta por la proteína core y el RNA, está rodeada por 
una envuelta lipídica donde se encuentran embebidas las glicoproteínas E1 y E2 (Fig. 2.4.4) 
(Bassendine et al, 2011; Gastaminza et al, 2010). El virión de HCV circula como lipopartículas 
debido a su asociación a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), 
libre o unido a inmunoglobulinas, lo que le hace adoptar formas pleiomórficas y heterogéneas 
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(Andre et al, 2002; Catanese et al, 2013; Gastaminza et al, 2010; Merz et al, 2011; Wakita et al, 
2005). El virus se une a la superficie celular e interacciona con diversos receptores. Los de baja 
afinidad,  a los que se une primero la partícula viral, son los receptores de LDL (LDLR) y los 
glicosaminoglicanos (GAG) (Agnello et al, 1999; Barth et al, 2003). A continuación, las 
proteínas E1 y E2 interaccionan con los receptores scavenger clase B tipo I (SR-BI) y la 
tetraspanina (CD81) (Pileri et al, 1998; Scarselli et al, 2002). Otros factores como ocludina 
(OCLN) y claudina-1 (CLDN1) se requieren también para la entrada en la célula (Evans et al, 
2007; Ploss et al, 2009). La internalización ocurre a través de endocitosis mediada por clatrina 
(Blanchard et al, 2006) y culmina con la liberación del genoma dentro del citosol para que 
tenga lugar la traducción viral. La transmisión directa célula-célula a través de uniones 
estrechas sin liberación de partículas al medio extracelular es importante en el ciclo infectivo 
de HCV y este modo de transmisión podría evitar la neutralización del virus por anticuerpos 





Figura 2.4.4. Esquema de la 
estructura del virión de HCV. 
Esquema simplificado a partículas 
esféricas (50-80 nm de diámetro). 
Adaptado de la web Viralzone (Swiss 




La traducción del RNA para dar la poliproteína es dependiente de IRES y se realiza en 
asociación con el RE. La subunidad 40S del ribosoma se une al IRES. A continuación se forma 
el complejo 48S mediante la unión de eIF3 y del complejo ternario eIF2, Met-tRNA y GTP. El 
tercer paso, que es limitante de la velocidad de la traducción, es la asociación de la subunidad 
ribosomal 60S dependiente de GTP para formar el complejo 80S, que inicia la síntesis de la 
poliproteína (Otto & Puglisi, 2004). Las proteínas estructurales y el polipéptido p7 son 
procesados por la peptidasa señal del RE, y las proteínas no estructurales por las dos proteasas 
virales NS2-3 y NS3-4A (Fig. 2.4.3.1).  
 
La formación del complejo replicativo, constituido por proteínas y RNA viral, tiene 
lugar asociado a membranas como ocurre en los virus RNA de polaridad positiva estudiados 
hasta la fecha (Mackenzie, 2005). En el caso de HCV el origen de esta membrana es el RE, y se 
le llama específicamente red membranosa (Gosert et al, 2003), cuya formación es inducida por 
NS4B y NS5A (Egger et al, 2002; Romero-Brey et al, 2012). Las membranas lipídicas actúan 
como soporte físico permitiendo la correcta organización del complejo de replicación (Lyle et 
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al, 2002), la compartimentación y la concentración local de proteínas virales (Schwartz et al, 
2002). Además aportan protección al RNA vírico frente a las defensas del hospedador y la 
interferencia mediada por RNA (Miyanari et al, 2003). Hay proteínas celulares que juegan un 
papel relevante en replicación y procesamiento de la poliproteína, una de las más estudiadas es 
la ciclofilina A (Kaul et al, 2009).  
 
Se ha visto que hay una compleja interacción entre la replicación de HCV y el 
metabolismo lipídico de la célula. Por ello se piensa que la manipulación farmacológica del 
metabolismo lipídico podría tener potencial terapéutico (Sakamoto et al, 2005). Dentro de 
este metabolismo destaca, entre otras, la enzima AMPK que actúa como regulador metabólico 
controlando el estado energético de la célula y la síntesis y degradación de lípidos. Esta 
proteína en su estado activado inhibe la síntesis y acumulación de grasas y además, la 
replicación de HCV (Mankouri et al, 2010).   
 
Los viriones son producidos en el RE, o compartimentos derivados de éste, a partir de 
los cuales se produce la secreción al exterior celular. Se conoce poco sobre el 
empaquetamiento, ensamblaje y la liberación de los viriones, aunque las proteínas NS2, E1, E2, 
p7, NS3 y NS5A están implicadas (Jirasko et al, 2010; Popescu et al, 2011).  
 
2.5. Situación actual del tratamiento contra HCV. 
 
No hay vacunas disponibles para prevenir la infección y las enfermedades causadas por 
HCV, y el tratamiento estándar usado hasta el año 2011 ha sido la combinación de pegIFN-α y 
R. Este tratamiento produce una respuesta virológica sostenida (RVS) en el 80% de los 
pacientes infectados con los genotipos 2 o 3, pero sólo en un 50% de los pacientes infectados 
con genotipos 1 y 4 (Chevaliez & Pawlotsky, 2007; Fried et al, 2002; Ghany et al, 2009; 
Hadziyannis et al, 2004; Williams, 2006). Otros genotipos, como el 5 y el 6, muestran una 
respuesta intermedia al tratamiento. La terapia conlleva efectos secundarios severos, como 
síntomas gripales (fiebre, escalofríos, dolor de cabeza, dolores musculares), cansancio, 
depresión, alopecia y anemia. Por ello, existe una necesidad urgente de desarrollar otro tipo 
de terapias más efectivas y mejor toleradas. Recientemente las terapias triples, que incluyen 
antivirales de acción directa de nueva generación denominados DAAs “directly acting antiviral 
agents” como son los inhibidores de la NS3 telaprevir o boceprevir, han aumentado la RVS 
hasta un 70% en pacientes naive (no sometidos a tratamiento previo) infectados con genotipo 1 
(Kwong et al, 2011; Lange et al, 2010; McHutchison et al, 2009; Poordad et al, 2011). Uno de 
los objetivos es proporcionar a cada paciente una terapia personalizada y eliminar el pegIFN-α 
del tratamiento (Scheel & Rice, 2013). A pesar de los efectos secundarios que presenta el 
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tratamiento con R su administración parece de momento indispensable para conseguir RVS 
(Feld, 2012; Hezode et al, 2009; Thomas et al, 2012).  
 
Varios factores del hospedador (HLA, etnia, género, edad, grado de obesidad, etc.) 
influyen en la eliminación del virus de forma natural y en la respuesta a la terapia. Además, 
altos niveles basales de genes estimulados por interferón (ISGs) predicen una respuesta 
desfavorable al tratamiento (Kau et al, 2008). Algunos polimorfismos (SNPs), como uno 
próximo al locus IL28B (recientemente denominado IFNL3) que codifica el interferón λ3 (IFN-
λ3), influyen en la evolución de la infección y la respuesta al tratamiento; pacientes con la 
variante favorable de este SNP presentan niveles de expresión de interferón λ3 mayores y 
menor expresión de los ISGs antes del tratamiento (Horner & Gale, 2013; McGilvray et al, 
2012).  




2.6.1.1. Estructura y metabolismo de la ribavirina. 
 
 La ribavirina (R), 1-β-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida o Virazol es un 
agente antiviral de amplio espectro que puede actuar como análogo de purinas durante la 
síntesis del RNA y como agente inhibidor de la síntesis de RNA, DNA y proteínas (Muller et 
al, 1977). Como agente mutagénico puede aparear tanto con U como con C (Fig. 2.6.1). 
 
Figura 2.6.1. A) Apareamiento de 
R con U y C. Se representa el anillo de 
imidazol modificado de la ribavirina (R), 
con el anillo de la ribosa abreviado como 
Rib. Los apareamientos tanto con U como 
con C se producen por la formación de 
una estructura del tipo Watson-Crick. B) 
Estructura molecular de la 




La adenosina quinasa (AK) fosforila a la R generando la ribavirina-5’-monofosfato 
(RMP), que por acción de las nucleósido mono- y bifosfato quinasas, produce ribavirina-5’-
difosfato (RDP) y ribavirina-5’-trifosfato (RTP) (Balzarini et al, 1993; Gallois-Montbrun et al, 
2003; Willis et al, 1978). La RMP inhibe competitivamente la inosín monofosfato 
deshidrogenasa (IMPDH) lo que altera las rutas de biosíntesis de nucleótidos en las que esta 









incorporada al RNA en síntesis en numerosos virus, como el virus West Nile (Jordan et al, 
2000), Hantaan (Chung et al, 2007; Severson et al, 2003), LCMV (Moreno et al, 2011) y 
numerosos picornavirus (Airaksinen et al, 2003; Crotty et al, 2001; Crotty et al, 2000; Sierra 
et al, 2007). 
 
Figura 2.6.2. Metabolismo de la ribavirina. Esquema de 
algunas rutas del metabolismo de nucleótidos purínicos y el efecto 
de la ribavirina. La forma monofosfato de R (RMP) inhibe la inosín 
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), reduciendo la cantidad de 
GTP y alterando el balance de nucleótidos intracelulares, mientras 
que la RTP puede incorporarse a la nueva cadena de RNA 
sintetizada. La incorporación de guanosina exógena permite que 
tenga lugar la síntesis de nucleótidos derivados de G a partir de 
procesos de fosforilación Adaptado de (Airaksinen et al, 2003).	  
  
 
La estructura molecular de la R es similar a la 
de A y G, de modo que una vez incorporada a la 
cadena de RNA, la R puede aparear con C o U (Figs. 
2.6.1 y 2.6.3). Las principales mutaciones causadas por 
R serán C→U y G→A (en caso de que R se 
comporte mayoritariamente como G) o U→C y 
A→G (en caso de que se comporte mayoritariamente 
como A) . En nuestro laboratorio hemos descrito que el sesgo mutacional de R en FMDV 
(Agudo et al, 2010; Airaksinen et al, 2003; Perales et al, 2011; Sierra et al, 2007) y en HCV 
(Ortega-Prieto et al, 2013) es a favor de las transiciones C→U y G→A. 
 
2.6.1.2. Mecanismos antivirales propuestos para la ribavirina en virus RNA. 
 
• Inhibición de la inosín monofosfato deshidrogenasa. 
 
En un primer momento se pensó que el carácter antiviral de la R se debía al desbalance 
de los nucleótidos derivados de la guanosina (GMP, GDP y GTP) que tenía lugar por la in-
hibición que ejercía la RMP sobre la enzima IMPDH (Streeter et al, 1973) (Fig. 2.6.2). La bajada 
de los niveles nucleotídicos puede afectar negativamente a numerosos procesos del ciclo viral 
y del metabolismo de la célula huésped. En particular, la falta de disponibilidad de GTP puede 
provocar la aparición de errores por incorporación de otros nucleótidos en lugar de GTP, lo 
que se traduce en un incremento en la frecuencia de mutación (Airaksinen et al, 2003; Stuyver 
et al, 2002). La incorporación de guanosina exógena al medio de cultivo atenúa o elimina el 
efecto antiviral ejercido por la R, generalmente a través del incremento de GTP intracelular 
(Airaksinen et al, 2003; Chung et al, 2007; Jordan et al, 2000; Ortega-Prieto et al, 2013; 






	  	  	  
Figura 2.6.3 Mutaciones producidas 
por la incorporación de R durante 
la síntesis de RNA. Los nucléotidos se 
abrevian como A, U, G, C y R. R puede 
aparear con C (comportándose como G) y 
con U (comportándose como A). Se 
describen dos ciclos de síntesis de cadena 
positiva (+) y negativa (-). Dependiendo de 
si R se incorpora a la cadena positiva o 
negativa se producen mayoritariamente 
transiciones A→G y G→A o U→C y 
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• Mutagénesis por incorporación directa a la cadena en síntesis.  
 
El carácter mutagénico de R fue demostrado por primera vez en PV (Crotty et al, 2000). 
Más tarde, en nuestro laboratorio, se demostró el carácter mutagénico de R para FMDV y 
LCMV (Agudo et al, 2010; Airaksinen et al, 2003; Ferrer-Orta et al, 2010; Moreno et al, 2011; 
Sierra et al, 2007).  
 
• Inhibición independiente de mutagénesis y carácter inmunomodulador. 
 
En determinados estudios se ha observado una actividad inhibitoria sobre la polimerasa 
viral distinta de la mutagénesis incrementada. Por ejemplo, la R en cualquiera de sus formas 
fosforiladas inhibe la transcripción de VSV in vitro. Esta inhibición sin embargo, no se debe a la 
incorporación de R durante la síntesis de la nueva hebra de RNA ni a la actuación de R como 
terminadora de cadena (Fernandez-Larsson et al, 1989; Toltzis et al, 1988). En el caso del  
virus de la gripe, la RTP afecta a la formación y posterior elongación del oligonucleótido 
cebador de la replicación del RNA (Wray et al, 1985a). Por último se ha observado que  puede 
actuar como terminador de cadena sobre HCV cuando se incorporan varios residuos de RMP 
en la nueva cadena de RNA (Vo et al, 2003). 
 
La mayor parte de los RNAm celulares poseen en su extremo 5’ una estructura (cap) 
que incluye 7-metil-guanosina, que confiere estabilidad y permite su traducción. Al ser R un 
análogo de G, puede interferir con la maquinaria responsable de la formación del cap 
provocando inhibición de la multiplicación viral. Este mecanismo podría afectar sólo de modo 
indirecto (a través de la inhibición de RNAm celulares) a virus como HCV ya que el RNAm 
vírico carece de cap (Benarroch et al, 2004; Bougie & Bisaillon, 2004; Goswami et al, 1979; 









Generalmente, la infección por HCV acaba siendo crónica y se ha observado que una de 
las causas posibles de la cronificación es la activación de la respuesta inmune por células T-
Helper tipo 1. Se ha observado que en pacientes infectados con HCV que están siendo tratados 
con la terapia estándar con peg-IFN y R se induce la transformación de las células T-Helper 
tipo 2 a tipo 1, algo que no ocurre cuando un paciente se trata exclusivamente con IFN 
(Hultgren et al, 1998; Ning et al, 1998).  Por tanto, la actividad anti-VHC de R puede deberse 
parcialmente a su capacidad inmunomoduladora. 
 
2.6.1.3. Efecto de la ribavirina en HCV. 
 
Varios de los mecanismos resumidos anteriormente se han propuesto para la acción 
de R durante el tratamiento de infecciones por HCV (Feld & Hoofnagle, 2005) pero no existe 
un consenso sobre cual de ellos puede ser el más relevante (Dixit & Perelson, 2006; Feld, 
2012). Hay evidencias que demuestran que la RTP puede ser incorporada durante la 
replicación del genoma de HCV en el lugar de ATP o GTP (Graci & Cameron, 2008) pero hay 
controversia sobre si R es o no un agente mutagénico para HCV (Asahina et al, 2005; 
Chevaliez et al, 2007; Contreras et al, 2002; Cuevas et al, 2009; Dietz et al, 2013; Dixit et al, 
2004; Gerotto et al, 1999; Hofmann et al, 2007; Kanda et al, 2004; Lutchman et al, 2007; Mori 
et al, 2011; Querenghi et al, 2001; Sookoian et al, 2001; Vo et al, 2003; Zhou et al, 2003). 
Como parte de esta tesis doctoral hemos demostrado que R es mutagénica para HCV cuando 
replica en células de hepatoma humano (Ortega-Prieto et al, 2013). 
 
2.6.1.4. Resistencia a ribavirina en HCV. 
 
Los inhibidores, como R, que actúan como análogos de núcleosidos/núcleotidos  
suelen tener una barrera alta a la resistencia. Normalmente, las mutaciones de resistencia a 
este tipo de drogas conllevan una pérdida de sensibilidad parcial al agente antiviral y una 
considerable reducción de la capacidad replicativa (barrera fenotípica) (McCown et al, 2008; 
Sarrazin & Zeuzem, 2010). Esto contrasta con las mutaciones de resistencia que se seleccionan 
para inhibidores de la proteasa NS3/4A  y algunos inhibidores no nucleosídicos, que afectan 
poco a la capacidad replicativa a pesar de conferir un grado de resistencia a la droga alto 
(Pawlotsky, 2009).  
 
La primera sustitución de resistencia a R descrita para HCV fue F415Y en NS5B, 
seleccionada en pacientes sometidos a monoterapia con R (Young et al, 2003). Tras pases 
seriados de células que contenían un replicón del genotipo 2a en presencia de R, se observó 
una reducción de la sensibilidad a la droga asociada a la sustitución Y33H en la proteína NS5B, 
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que produjo además una bajada en la capacidad replicativa del virus (Hmwe et al, 2010).  
Usando la variante del virus J6/JFH1 se generaron poblaciones resistentes a R que incluían 
mutaciones sinónimas y no sinónimas, pero las mutaciones responsables de la resistencia no 
fueron identificadas (Feigelstock et al, 2011). Aunque la polimerasa NS5B es la proteína en la 
que se espera que mapeen las sustituciones de resistencia a R, en líneas celulares que 
sostienen replicones subgenómicos de HCV se han descrito otros mecanismos de resistencia a 
R. Uno de ellos es la selección de células defectivas en importinas, las proteínas que median en 
la entrada de R en la célula, y otro es la presencia de sustituciones en NS5A (G404S y E442G), 
quizás por su participación en la replicación del RNA (Ibarra & Pfeiffer, 2009; Pfeiffer & 
Kirkegaard, 2005b). Es decir, los datos disponibles apuntan a distintos posibles mecanismos a 
nivel viral y celular que confieren sensibilidad reducida a R. 
 
2.6.2. Guanosina, un metabolito con acción inhibidora sobre HCV. 
 
La guanosina se fosforila a GMP (guanosín monofosfato), cGMP (guanosín monofosfato 
cíclico), GDP (guanosín difosfato) y GTP (guanosín trifosfato) y todos estos derivados tienen 
varias actividades biológicas. En esta tesis se ha hecho la observación inesperada de que la 
guanosina, añadida al medio de cultivo de células de hepatoma humano infectadas por HCV, 
inhibe la replicación del virus. Ello introduce un nuevo aspecto en los diseños antivirales 
basados en mutagénesis letal ya que implica que metabolitos naturales podrían contribuir 
también al descenso de carga viral y  la extinción del virus. 
 
En el momento de redactar esta Tesis Doctoral se están realizando ensayos clínicos 
para la implementación de nuevos tratamientos contra el HCV. Ello ocurre a la par que la 
mutagénesis letal se investiga como un nuevo diseño terapéutico contra virus RNA que basan 
su capacidad adaptativa en la dinámica de cuasiespecies. La mutagénesis letal constituye una 
alternativa para evitar la aparición de mutantes de escape a otras drogas usadas en terapia. 
Además, no se ha aclarado si la R ejerce su acción anti-HCV principal como agente mutagénico 
in vivo, lo que convertiría al tratamiento estándar contra este virus en un caso de aplicación 
clínica de mutagénesis letal sin que la comunidad científica se hubiera percatado de ello. En 










En la presente Tesis Doctoral se han planteado los objetivos siguientes:  
 
1. Estudio del carácter mutagénico de la ribavirina en el sistema de pases seriados del virus 
de la hepatitis C en células de hepatoma humano y consecuencias para la supervivencia 
del virus.  
 





































































4. Materiales y métodos. 
 
4.1. Cultivos de células eucariotas. 
 
Para las infecciones con HCV se emplearon las líneas celulares de hepatoma humano 
Huh-7 Lunet, Huh-7.5 y Huh-7.5 reporter. 
	  
• Células Huh-7 Lunet.	  
	  
Son un clon de las células Huh-7 que derivan de una línea de hepatocarcinoma de un 
varón japonés de 57 años (Nakabayashi et al, 1982). Son permisivas a la infección de algún 
aislado de HCV (Blight et al, 2002) y difieren de las Huh-7.5 en el nivel de expresión del 
receptor CD81 (Koutsoudakis et al, 2007). Se usan principalmente para  protocolos de 
electroporación.	  
	  
• Células Huh-7.5. 
 
Las células Huh-7.5 son un clon de las Huh-7 y se caracterizan por ser más 
permisivas a la infección por HCV, debido a la inactivación  del gen inducible por ácido 
retinoico-I (RIG-1), ruta esencial para la respuesta inmune innata (Sumpter et al, 2005).	  
	  
• Células Huh-7.5 reporter.	  
	  
Son células Huh-7.5 modificadas genéticamente que constituyen una herramienta para 
observar infecciones in vivo o en células fijadas utilizando el microscopio de fluorescencia 
(Jones et al, 2010). Están transducidas de forma estable con lentivirus que expresan la 
proteína verde fluorescente (GFP) y la proteína roja fluorescente (RFP). La RFP se encuentra 
fusionada a una señal de localización nuclear que solo queda expuesta al medio tras la 
escisión de un fragmento aminoacídico por la proteasa NS3-4A de modo que el RFP cambia 
de localización subcelular (de citoplasma a núcleo) cuando las células están infectadas por 
HCV (Fig. 4.1.).  
 
Figura. 4.1. Células Huh-7.5 reporter. Se muestran 
células infectadas (flecha azul) y no infectadas (flecha rosa) al 
microscopio óptico de fluorescencia. 
 
 
Todas las titulaciones de HCV se han realizado 
empleando las células Huh-7.5 y las infecciones 
productivas (un pase o varios pases de virus) se 
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han realizado con células Huh-7.5 reporter. 
 
 Todas las líneas celulares se mantuvieron en cultivo a 37° C y 5% de CO2 
utilizándose el medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, GIBCO® Cat nº 
11960-044) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, aminoácidos no esenciales a 
0.1 mM, glutamina a 2 mM y una mezcla de antibióticos, gentamicina y antimicótico (DMEMc) 
(Blight et al, 2002; Jones et al, 2010). Las líneas celulares se trataron con tripsina-EDTA 
(Sigma) antes de ser subcultivadas.  
  
Las infecciones con otros virus (LCMV, VSV y FMDV) se llevaron a cabo en células 
BHK-21. Estas células son fibroblastos de riñón de hamster (Stoker & Macpherson, 1964) 
que fueron clonadas por dilución limite (de la Torre et al, 1988). Las células se crecieron 
como se describe en Domingo y cols (Domingo et al, 1980) y se cultivaron hasta la 
confluencia a 37°C y 7% de CO2.  
 
4.1.1. Congelación y almacenamiento de células. 
 
Las células se congelaron en criotubos (Nunc) empleando una mezcla que contenía 
90% SFB y 10% de dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma) a una densidad aproximada de 106 
células/ml. Los criotubos se mantuvieron a -80 ºC durante 24 horas, y posteriormente se 
trasladaron a nitrógeno líquido. 
 
4.1.2. Descongelación de células. 
 
Las células contenidas en criotubos almacenados en nitrógeno líquido se 
descongelaron en un baño de 37 ºC y se transfirieron a tubos de plástico (Falcon) de 15 ml 
que contenían 5 ml de DMEM calentado a 37 ºC. Tras una breve agitación se centrifugaron a 
1200 r.p.m durante 5 min a temperatura ambiente en una centrífuga de mesa Rotina 46R 
(Hettich). Se eliminó el sobrenadante y se disgregó el sedimento de células mediante suave 
agitación del tubo. A continuación, las células se resuspendieron en 10 ml de DMEM 
suplementado con SFB al 10% y se distribuyeron en placas de 100 mm de diámetro (p100, 
Nunc). Después de su incubación en las condiciones anteriormente descritas, las células 






4.2. Virus utilizados. 
 




El virus de la hepatitis C empleado es una quimera de los aislados J6 y JFH-1 
denominado HCVcc [Jc1FLAG2 (p7-nsGluc2A)] que replica eficientemente en células 
hepáticas (Marukian et al, 2008). Como control negativo se utilizó el virus GNN 
[GNNFLAG2(p7-nsGluc2A)]  que contiene una mutación en la polimerasa viral, NS5B, que le 
hace ser defectivo en replicación (Marukian et al, 2008).  
 
• Otros virus. 
 
Se han utilizado VSV cepa Mudd-Summers del serotipo Indiana (Mudd et al, 1973), 
FMDV obtenido a partir del clon infeccioso CS8c1 (Sobrino et al, 1983) y LCMV Armstrong 
53b (LCMV Arm53) (Matloubian et al, 1993).  
 
4.3. Compuestos empleados. 
 
Los compuestos empleados fueron Ribavirina (R, Sigma), ácido micofenólico (MPA, 
Sigma) y los nucleósidos adenosina, citidina, uridina y guanosina (Ade, Cit, Uri y Gua, Sigma). 
Para la preparación de los medios conteniendo el compuesto correspondiente se partió de 
disoluciones de R, MPA y nucleósidos a 100 mM, 50 mg/ml y 800 µM preparados en PBS, 
metanol y DMEMc, respectivamente. Las disoluciones se esterilizaron por filtración, se 
conservaron congeladas a -80 ºC y se diluyeron en DMEMc a la concentración requerida en 
cada experimento. Las células Huh-7.5 reporter se pretrataron con la droga correspondiente 
16 horas antes de la infección para permitir la absorción e incorporación de la misma a la 
célula. 
 
4.4. Concentración citotóxica 50 (CC50). 
 
La toxicidad de cada uno de los compuestos se midió en células Huh-7.5 reporter y 
BHK-21, sembradas en placas de 96 pocillos al 70% de confluencia. Las células se expusieron 
durante 72 horas a un rango de concentraciones de cada compuesto que no superó los 250 
µM para R, 100 µM para MPA y 800 µM para cada uno de los nucleósidos. Tras ese tiempo 
se añadió MTT (metil tiazol tetrazolio) a cada pocillo a una concentración final de 500 μg/ml y 
las células se incubaron a 37 ºC durante 4 horas. A continuación se añadieron 100 μl de 
DMSO y se midió la densidad óptica a una longitud de onda de 550 nm. La CC50 (la 
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concentración de una droga que produce la muerte del 50% de las células) se calculó a partir 
de 4 determinaciones distintas (Vandamme et al, 2000). 
 
4.5. Concentración inhibitoria 50 (IC50). 
 
La actividad inhibitoria de cada una de las drogas se midió en células Huh-7.5 
reporter y BHK-21, sembradas en placas de 24 pocillos al 70% de confluencia. Las células se 
infectaron a una MOI de 0,05-0,2 TCID50/ml o PFU/ml y se expusieron durante 72 horas a un 
rango de concentraciones de cada compuesto que no superó los 150 µM para R, 10 µM  
para MPA y 800 µM para cada uno de los núcleosidos. La IC50 (la concentración de una droga 
que produce una bajada de la infectividad a la mitad) se calculó a partir de tres 
determinaciones independientes considerando los controles no tratados como el 100% de 
infectividad.  
 
4.6. Infecciones virales. 
 
4.6.1 Producción de progenie viral de HCV. 
 
Los procedimientos utilizados para preparar el virus de partida HCVp0 se han descrito 
previamente (Perales et al, 2013). De manera resumida, las células Huh-7 Lunet se 
electroporaron con 10 μg de RNA infeccioso de HCVcc o del control negativo GNN (260 
voltios, 950 μF). La transcripción in vitro de HCVcc y GNN se realizó utilizando el kit T7 
RiboMAX™ Express RNAi System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
células electroporadas fueron subcultivadas, antes de que alcanzaran la confluencia, cada 3-4 
días hasta un máximo de 30 días después de la electroporación. Finalmente, los sobrenadantes 
de los días 17 a 24 post-electroporación fueron concentrados 20 veces usando columnas de 
centrifugación 10,000 MWCO (Millipore) tal y como indican las intrucciones del fabricante y se 
conservaron en alicuotas a −80° C.  
 
Con este preparado viral se infectaron células Huh-7.5 reporter a una MOI de 0.5 
TCID50/célula y 3-4 días más tarde se subcultivaron. Después de una segunda infección y dos 
pases de células adicionales, el virus obtenido fue denominado HCVp0 y es el empleado en 
esta Tesis Doctoral. 
 
4.6.2. Pases seriados de HCV. 
 
Las células Huh-7.5 reporter se sembraron 24 horas antes de cada infección y el 
número de células sembradas se estimó en función del tipo de placa utilizada en cada caso 
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para alcanzar la confluencia del pocillo al final de la infección (3-4 días). En el caso de una 
p100, el tipo de placa que se utilizó en la mayoría de experimentos de esta Tesis, se 
sembraron 2×106 células en cada placa. Para iniciar los pases seriados, las células se 
infectaron a una MOI determinada (generalmente 0,05-0,2 TCID50/ml) durante 5 horas 
(tiempo de adsorción) y la infección se prolongó durante 3-4 días. En pases sucesivos las 
nuevas monocapas se infectaron con 2,5 ml de sobrenandante del pase anterior. Para 
asegurar la ausencia de contaminación durante los experimentos se mantuvieron monocapas 
infectadas con el virus GNN (deficiente en replicación) en paralelo. La titulación de estas 
placas confirmó la ausencia de infectividad y por lo tanto la ausencia de contaminación. 
 
4.6.3. Titulación de HCV. 
 
El título viral de HCV se determinó calculando la TCID50/ml (dosis infecciosa 
necesaria para infectar el 50% de las células en un cultivo celular) (Reed & Muench, 1938). 
Las células Huh-7.5 se sembraron 24 horas antes de las infecciones en placas de 96 pocillos 
previamente tratadas con poli-L-Lisina a 100 µg/ml (Sigma P-2636) (6400 células/pocillo). Se 
realizaron diluciones seriadas del virus a titular (generalmente 10-1 a 10-5) y se infectaron las 
células con 100 µl/pocillo (8 pocillos/dilución). Tres días después de la infección se retiró el 
medio, se lavaron las monocapas con PBS y se fijaron con metanol a -20 ºC (50 µl/pocillo). 
 
A continuación se realizó un protocolo de inmunotinción frente a la proteína viral 
NS5A ya que este virus no produce efecto citopático. Para ello se retiró el metanol, se lavó la 
placa dos veces con PBS y una con PBS-Tween y se incubó con tampón de bloqueo durante 30 
minutos a temperatura ambiente (50 µl/pocillo). Seguidamente se bloqueó la peroxidasa 
endógena con H202 al 3% (50 µl/pocillo) durante 5 minutos y se lavó la placa dos veces con PBS 
y una vez con PBS-Tween. Después se incubó durante una hora a temperatura ambiente con 
un anticuerpo primario monoclonal frente a NS5A (9E10, producido en el laboratorio del Dr. 
Charles Rice) diluido 1:3000 en PBS-Tween (40 µl/pocillo) y se lavó la placa dos veces con PBS 
y una con PBS-Tween. El siguiente paso consistió en una incubación durante 30 minutos a 
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (α-mouse HPR polymer, ImmPRESS™-
Vector Labs) diluido 1:3 en suero de caballo al 2,5% en PBS. Finalmente, tras otro lavado 
similar a los anteriores, se incubó la placa durante 3-5 minutos a temperatura ambiente con 
una solución DAB al 0,05% y H2O2 al 0,02% en PBS (40 µl/pocillo), se retiró la solución, se lavó 







4.6.4. Infecciones y titulaciones de VSV, FMDV y LCMV. 
 
Los métodos de infección de células BHK-21 y los controles para asegurar la 
ausencia de contaminaciones (mantenimiento de cultivos no infectados en paralelo) han sido 
descritos previamente (Baranowski et al, 1998). Para las infecciones con VSV o FMDV la 
confluencia fue del 100% y para las infecciones con LCMV la confluencia de las células fue del 
70% al 90% siguiendo métodos establecidos en nuestro laboratorio (de la Torre et al, 1987; 
Domingo et al, 1980; Grande-Pérez et al, 2002; Sobrino et al, 1983). 
 
Para la determinación del título viral de FMDV y VSV (PFU/ml) se realizaron 
infecciones en células BHK-21 en medio semisólido (Domingo et al, 1980; Sierra et al, 2007). 
Se infectaron 2-4 x 106 células BHK-21 (en placas de p60) con 500 μl de inóculo de 
diluciones seriadas del sobrenadante a determinar. Las diluciones se realizaron en DMEMc 
sin SFB. Tras 60 minutos de adsorción a 37 ºC y 7% de CO2, se retiró el inóculo y se añadió 
medio semisólido (50% de DMEM 2x, 48% de agar al 1%, 1% de SFB y 1% de DEAE-
dextrano). Después de 24 horas de incubación, se fijaron las células con formaldehído al 2% y 
se tiñeron con cristal violeta (2% de cristal violeta en formaldehído al 2%). Todas las 
titulaciones se realizaron por triplicado.  
 
Para la determinación del título viral de LCMV se realizaron infecciones en células 
Vero en medio semisólido (Grande-Pérez et al, 2002). Se infectaron las células a una 
confluencia del 70-90% (en placas M6) con 300 μl de inóculo de diluciones seriadas del 
sobrenadante a determinar. Las diluciones se realizaron en DMEMc sin SFB. Tras 90 minutos 
de adsorción a 37 ºC y 7% de CO2, se retiró el inóculo y se añadió medio semisólido (50% 
de DMEM 2x, 46% de agar al 0.6%, 1% de SFB, 1% de DEAE-dextrano y 2% de glutamina). 
Después de 7 días de incubación, se fijaron las células con formaldehído al 2% y se tiñeron 
con cristal violeta (2% de cristal violeta en formaldehído al 2%). Todas las titulaciones se 
realizaron por triplicado.  
 
4.7. Extracción de RNA viral. 
 
El RNA intracelular fue extraído a partir de cultivos celulares usando primero el kit 
QIAshredder® y a continuación el kit RNeasy® Mini siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Qiagen, Valencia, CA, USA). 
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El RNA extracelular fue extraído a partir de sobrenadantes de cultivos celulares 
usando el kit QIAamp® Viral RNA Mini siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, 
Valencia, CA, USA). 
 
4.8. Preparación de cDNA viral. 
 
La reacción de retrotranscripción (RT) empleando como molde RNA vírico se 
realizó utilizando el kit de RT-PCR Accu-Script-PfuUltra II Fusion HS Kit (Stratagene) tal y como 
indica el fabricante. La reacción consta de dos fases, una fase de desnaturalización (5 minutos 
a 65 ºC) y otra de retrotranscripción (30 minutos a 42 ºC) utilizando la enzima de alta 
fidelidad AccuScript High Fidelity RT. 
 
4.9. Amplificación del cDNA viral. 
  
La reacción de amplificación (PCR) se realizó utilizando también el kit RT-PCR Accu-
Script-PfuUltra II Fusion HS Kit (Stratagene) y el protocolo a seguir fue el indicado por el 
fabricante.  Se utilizó la enzima Pfu Ultra II HS por su elevada fidelidad debido a su actividad 
correctora de errores (Airaksinen et al, 2003; Arias et al, 2001). Las reacciones de PCR se 




La temperatura de anillamiento de los oligonucleótidos (55 ºC) varió dependiendo de 
su temperatura de desnaturalización. Además, el tiempo de polimerización (establecido por 
defecto en 2 minutos) se ajustó a la longitud del fragmento que se amplificó en cada caso (la 
velocidad estimada de la polimerasa es de 1 Kb cada 30 segundos). Los productos amplificados 
se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y posterior tinción con bromuro de 
etidio o SYBR-SAFE (Invitrogen Molecular Probes). Se utilizó el marcador de peso molecular 
HindIII-digested Ф-29 DNA. Los oligonucleótidos empleados para la amplificación de RNA por 





Tabla 4.9. Secuencia de los oligonucleótidos empleados para la amplificación y posterior 
secuenciación de cDNA víricos. 
 
Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Posicióna 
Jc1- E1-F1 TCGCAGCCCAAATGTTCATTG 1197-1217 
Jc1-E2-F1 ACATGGGCCCCAGGCAGAAAATCC 1551-1574 
Jc1-E2-R1 ACAGTACACTGGGCCACACAC 1850-1870 
Jc1-E2-R2 TTGCATGCAGCCGTGAGCCTG 2266-2286 
Jc1-p7-F1 TCTTAGCGGACGCCAGGGTTTGC 2526-2548 
Jc1-p7-R1 AGACGCGTCATAAGCATAAGC 2771-2791 
Jc1-NS5A F1 ACTCAGAAGACTCCACAATTGG 6220-6241 
Jc1-NS5A F2 ACTACCTTCTCCAGAGTTTTTC 6697-6718 
Jc1-NS5A R1 TGGGTGCAAACCTATGGATCTG 6737-6758 
Jc1-NS5A F3 TTTCCACGGGCCTTACCGGCTTG 7181-7203 
Jc1-NS5B F1 TGGTCTACTTGCTCCGAGGAGG 7625-7646 
Jc1-NS5A R3 ACTCAAAGGGTTGATTGGCAAC 7726-7747 
Jc1-NS5B F2 CAAGAAACCAGCTCGCCTCATC 8125-8146 
Jc1-NS5B R1 TCTCGCAGACCCGGACGCCGAG 8159-8180 
Jc1-NS5B F4 AACCTCAACTTTGAGATGTATG 8990-9011 
Jc1-NS5B R4 AGTTAGCTATGGAGTGTACCTAG 9454-9476 
Jc1-NS5B R5 ACCTGGTCATGGCCTCCGTG 8682-8702 
Jc1-NS5B F6 TGCCATACACTCGCTGACTGAGAG 8419-8442 
Jc1-NS5B R3 TCTCAATTATGGCTGGAAGGTCC 9037-9059 	  
aNumeración según JFH-1 (número de acceso #AB047639) 
 
 
4.10. Purificación de fragmentos de DNA amplificados por PCR.  
 
La purificación de los productos de PCR se realizó por filtración o mediante 
extracción a partir de gel de agarosa. Se purificó por filtración (kit Microcon-PCR, Merck-
Millipore) cuando no se generaron bandas inespecíficas en el paso de RT-PCR. Para la 
purificación de una banda recortada a partir de un gel de agarosa se empleó el kit Wizard SVGel 
and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA 
purificado se cuantificó en un espectrofotómetro de amplio espectro (Nanodrop 1000).  
 
4.11. Secuenciación de DNA. 
 
La secuenciación de nucleótidos se efectuó mediante técnicas de secuenciación 
automática en el secuenciador 23 ABI 3730XLS (Applied Biosystems) por Macrogen. La 
reacción se realizó con el kit Big Dye Terminator V3.1 Cycle senquencing kit (Applied 
Biosystems). El análisis de las secuencias se llevó a cabo con el programa Seqman que forma 
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parte del paquete DNAStar (Lasergene 9.0 y 10.0) mediante la lectura de los cromatogramas. 
Cada secuencia se verificó con la lectura de dos reacciones independientes y de sentido 
contrario. Los oligonucleótidos empleados se detallan en la Tabla 4.9.  
 
4.12. Cuantificación de moléculas de RNA viral por 
amplificación mediante RT-PCR en tiempo real. 
 
La cuantificación de RNA vírico se realizó mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo 
real con el aparato LightCycler (Roche) (Lindenbach, 2009). Se utilizó el kit Light Cycler RNA 
Master SYBR Green I (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. La región genómica que 
se amplificó fue la zona no codificante 5’-UTR utilizando la pareja de oligonucleótidos HCV-
5UTR-F2 (5’- TGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAG; orientación con sentido; el 
primer nucleótido localizado en el extremo 5’ se corresponde con el residuo 57 del genoma 
de HCV) y HCV-5UTR-R2 (5’- TGCTCATGGTGCACGGTCTACGAG; orientación 
antisentido; el nucleótido situado en el extremo 5’ se corresponde con el residuo genómico 
347 de dicho genoma). El RNA de las muestras se cuantificó por extrapolación de los valores a 
los de una recta patrón que se obtuvo a partir de concentraciones conocidas de RNA de HCV 
(sintetizado por transcripción in vitro a partir del plásmido GNN). La especificidad de la 
reacción fue comprobada mediante análisis de la curva de fusión de los DNAs amplificados. Las 
curvas de fusión permiten distinguir entre productos de amplificación específica y productos 
artefactuales de bajo peso molecular (como dímeros de oligonucleótidos) ya que los productos 
específicos presentan una temperatura de fusión más alta. Para asegurar la ausencia de 
contaminación con moldes no deseados se llevaron en paralelo controles negativos 
(amplificación sin RNA molde y con RNA extraído a partir de células sin infectar) en cada una 
de las cuantificaciones por RT-PCR. 
 
4.13. Extinción del HCV. 
 
El criterio para considerar que existe extinción de HCV ha sido adaptado a partir del 
previamente descrito para FMDV (Perales et al, 2009a; Perales et al, 2009b). Se consideró 
que el virus se había extinguido cuando se cumplieron tres condiciones:  
 
1) Ausencia de infectividad en el sobrenadante del pase que se considera extinguido. 
2) Ausencia de amplificación de RNA mediante RT-PCR en ese mismo pase usando 
oligonucleótidos altamente sensibles (Jc1-NS5A F1 y Jc1-NS5A R1 de la Tabla 4.9).  
3) Ausencia de infectividad después de tres pases en ciego (sin droga) del sobrenadante 
negativo a las dos condiciones anteriores.  
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 Estos criterios se aplican porque una bajada de la infectividad (incluso por debajo del 
límite de detección) no implica necesariamente extinción de un virus (basado en distintas 
observaciones realizadas en nuestro laboratorio). 
 
4.14. Clonaje molecular para el análisis genético de poblaciones 
de HCV.  
 
Para asegurar que la amplificación del RNA viral por RT-PCR se produce a partir de 
una cantidad suficiente de RNA molde, se realizaron diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000 
de las muestras de RNA a analizar. Sólo cuando al menos la dilución 1:100 originó un producto 
de PCR positivo, la muestra sin diluir se empleó para el clonaje y análisis siguientes. Siempre se 
utilizaron enzimas de alta fidelidad en las reacciones de RT-PCR (apartado 4.9). Se analizaron 
distintas regiones codificantes del genoma del virus como E2, NS5A, NS4B-NS5A y NS5B. Los 
oligonucleótidos utilizados para las amplificaciones de las diferentes regiones se describen en la 
Tabla 4.9. 	  
4.14.1. Clonaje en pGEM-T/pGEM-T Easy y transformación de 
bacterias DH5α . 
 
El análisis de cuasiespecies se realizó mediante la secuenciación de clones moleculares. 
Se clonaron los productos de RT-PCR procedentes de RNA virales en los vectores 
comerciales pGEM-T o pGEM-T Easy (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
Estos vectores presentan extremos cohesivos por lo que el producto de PCR 
(apartado 4.9) se sometió a una reacción de incorporación de una A en cada extremo 3’ 
(tailing). La reacción incluyó 5 μl de producto de RT-PCR previamente purificado, 1 μl de 
tampón para la enzima GoTaq (Promega), 0.6 μl de MgCl2 25 mM, 2 μl de dATP (Invitrogen) y 
1 μl de GoTaq (Promega). La mezcla se incubó a 70 ºC durante 40 minutos y se conservó a 4 
ºC hasta su uso en el clonaje.  
 
El producto de la reacción de tailing se ligó al vector pGEM-T o pGEM-T Easy 
(Promega) usando la ligasa del fago T4. Se realizó en paralelo un control positivo de ligación 
que consistió en el clonaje de un DNA control proporcionado por la casa comercial. 
 
Se transformaron células DH5α competentes con los productos de ligación mediante 
choque térmico a 42 ºC durante 30 segundos. Después, las células se crecieron en medio 
SOC (Super optimal broth con Glucosa) a 37 ºC durante 60 minutos con agitación. 
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Posteriormente, se sembraron en placas de LB-Agar con el antibiótico ampicilina a 200 μg/ml, 
50 μl de X-gal (20 mg/ml), 5 μl de IPTG (20%) y se dejaron crecer durante la noche a 37 ºC. 
Se realizó en paralelo un control positivo de transformación utilizando el plásmido 
pGEM3zf+. 
 
4.14.2. Clonaje en pBluescript y transformación de bacterias DH10B. 
 
El análisis de cuasiespecies por secuenciación de clones moleculares también se 
realizó mediante el clonaje de los productos de RT-PCR en el vector pBluescript (Agilent) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este vector fue digerido con EcoRV antes de 
proceder al paso de ligación para el que se usó la ligasa del fago T4. Células DH10B 
competentes se transformaron con los productos de ligación mediante electroporación, en 
cubetas de 0,2 cm (Biorad) (25 µF, 2,5 kV, 100 Ω). Antes de la electroporación se eliminó el 
exceso de sales de las mezclas de ligación usando membranas de ósmosis (Millipore). Las 
células se crecieron en medio LB a 37 ºC durante 45 minutos con agitación, y se sembraron 
en placas de LB-Agar con el antibiótico ampicilina a 200 μg/ml, 50 μl de X-gal (20 mg/ml), 5 μl 
de IPTG (20%) y se dejaron crecer durante la noche a 37 ºC. 
 
4.14.3 Amplificación del DNA previamente clonado. 
 
Se seleccionaron colonias bacterianas con inserto (colonias blancas) y se sembraron 
(en forma de pequeña estría) en placas LB-Agar con el antibiótico ampicilina a 200 μg/ml, 50 μl 
de X-gal (20 mg/ml) y 5 μl de IPTG (20%). De este modo se amplificó el material biológico 
(colonia bacteriana) que contenía el inserto de interés.  
 
Se utilizaron dos estrategias de amplificación del DNA de interés para su 
secuenciación: 
 
1) Las colonias se crecieron durante 24 horas en medio LB líquido en presencia de 
ampicilina (200 μg/ml) y el plásmido se purificó con el kit PureYield™ Plasmid Miniprep 
System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto purificado se 
cuantificó en el espectrofotómetro de amplio espectro (Nanodrop 1000) y una 
pequeña cantidad  del producto se utilizó para la secuenciación (apartado 4.11). 
 
2) Se amplificó el plásmido que contenía el inserto con el kit Illustra TempliPhi DNA 
Sequencing Template Amplification (code: 25-6400-01, GE Healthcare) siguiendo las 
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instrucciones del fabricante. El producto de la amplificación se utilizó para la 
secuenciación (apartado 4.11).  
 
4.15. Análisis por secuenciación masiva de poblaciones de HCV.  
 
Para el análisis de cuasiespecies mediante secuenciación masiva se utilizó el 
secuenciador GS-FLX 454 Life Science-Roche (Institut de Recerca, Hospital Vall d’Hebrón, 
Barcelona). Las amplicaciones mediante RT-PCR a partir de RNA viral se realizaron usando 
el kit RT-PCR Accu-Script-PfuUltra II Fusion HS Kit (Stratagene) (apartados 4.8 y 4.9). Se analizó 
la región genómica correspondiente al gen NS5A (desde la posición 6681 a la 8278, que 
incluye las regiones ISDR y IRRDR). El secuenciador GS-FLX 454 Life Science-Roche permite 
secuenciar fragmentos de 300–500 nucleótidos por lo que se diseñaron oligonucleótidos 
específicos para dividir la región genómica en 6 amplicones solapantes (Tabla 4.15). Para 
minimizar los errores generados durante la amplificación del material genético, las RT-PCRs 
se realizaron por triplicado y se mezclaron equimolarmente entre sí. A continuación los 
productos generados por RT-PCR se purificaron (Ampure Beads), se cuantificaron (Ensayo 
de Pico Green) y se analizó su calidad (Bioanalyzer). Controles negativos (sin molde de RNA) 
se llevaron en paralelo para asegurar la ausencia de contaminación con moldes no deseados.  
 
Los oligonucleótidos usados para la secuenciación masiva se denominan cebadores de 
fusión y permiten la unión de los fragmentos generados por RT-PCR a unas esferas de 
captura de DNA y su posterior amplificación clonal mediante una PCR en emulsión (emPCR) 
de forma que a cada esfera se une solamente una molécula de DNA. En cada placa de 
secuenciación masiva se encuentran en torno a 150.000 esferas y cada una de ellas nos dará 
una secuencia distinta, correspondiente a un clon de la población (Fig. 4.15).  
 

















Los fragmentos de DNA unidos a las microesferas se depositan en las placas 
correspondientes compuestas por miles de celdillas independientes donde tiene lugar la 
secuenciación en paralelo de cada molde de DNA. La incorporación secuencial de 
nucleótidos por la polimerasa genera señales de luz que se recogen en una cámara CCD. 
 
El análisis de datos se realizó a partir de los archivos fasta obtenidos por el software 
454 GS tras controles que garantizan la calidad e integridad de los amplicones. A 
continuación, se asignó cada secuencia a una muestra y a un amplicón en particular. Se 
estableció un nuevo filtro de calidad de las secuencias y solo se tuvieron en cuenta haplotipos 
representados en al menos el 0,25% de las lecturas (Ramirez et al, 2013). Se alcanzaron las 
mismas conclusiones cuando el corte se hizo en el 1,0% de las lecturas. El procesamiento de 
los datos se realizó utilizando los programas R (Team, 2012), Bioconductor (Gentleman et al, 
2004) y la librería Biostrings (Pages et al, 2012), que permitieron analizar estadísticamente, 
emparejar patrones y alinear las secuencias. 
 
Tabla 4.15. Secuencia de los oligonucleótidos empleados para la amplificación y posterior 
secuenciación de RNA víricos mediante secuenciación masiva. 
 
aNumeración según JFH-1 (número de acceso #AB047639). 
bLos 4 nucleótidos en rojo son la secuencia “llave” a partir de la cual se encuentran los nucleótidos que se 
corresponden con la secuencia de HCV (subrayados). Los nucleótidos en el extremos 5’ son los adaptadores, estos 
proporcionan las secuencias de hibridación a las esferas y sirven para la posterior amplificación y secuenciación de 
los fragmentos de la RT-PCR. 
 
 
4.16. Cálculo de frecuencias de mutación mínima y máxima,  
diversidad nucleotídica y entropía de Shannon normalizada.  
 
El efecto mutagénico de una droga para un virus se cuantifica mediante parámetros 
derivados de la comparación de secuencias encontradas en los espectros de mutantes, que 
reflejan la complejidad de la población. La frecuencia de mutación mínima es el número de 
mutaciones distintas (incluyendo transiciones, transversiones, deleciones e inserciones y 
Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Posicióna 
NS5A-T1Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAAACCACGTCGCCCCTACTCAC 6130-6151 
NS5A-T1Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGGCGGACATTGCCAGAGAT 6455-6474 
NS5A-T2Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGACCACGCGCTGCCCTTGC 6426-6445 
NS5A-T2Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGACCTCATCCCGGAAAAACG 6768-6788 
NS5A-T3Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTTCTCCTGGGTGGACGGTGTG 6716-6736 
NS5A-T3Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCTGATAGCTGGCTCACTGAG 6955-6976 
NS5A-T4Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATCACGGCGGAGACTGC 6891-6909 
NS5A-T4Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAACGGTGGGCGGTTGGTAATC 7253-7273 
NS5A-T5Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGGGCACGGCCTGACTACAACC 7202-7223 
NS5A-T5Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAAGCTCTACCTGATCAGACTCCA 7551-7573 
NS5A-T6Fb CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCGGTGATGCAGGCTCGTC 7412-7431 
NS5A-T6Rb CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTCAAAGGGTTGATTGGCAAC 7726-7747 
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contando las repetidas una sola vez) dividido por el número de nucleótidos secuenciados. La 
frecuencia de mutación máxima es el número total de mutaciones encontradas 
(independientemente de que estén repetidas) dividido por el número de nucleótidos 
secuenciados. Los haplotipos son el número de secuencias distintas dentro de una población. 
 
Para cuantificar la diversidad de las secuencias genómicas de una población se 
utilizaron dos parámetros, la diversidad nucleotídica (π) y la entropía de Shannon 
normalizada (Sn).  
 
La diversidad nucleotídica es la media de nucleótidos distintos por posición entre 
pares de secuencias del mismo espectro de mutantes y de la misma región genómica. Se 
calculó según la fórmula:  
π = n (n−1)/2 Σij πij (i<j) 
 
en la que “n” es el número de clones, y “πij” es el número de nucleótidos distintos entre un 
par de secuencias “ij” dividido por la longitud de la secuencia en nucleótidos (Nei & Li, 1979). 
Los intervalos de confianza para la diversidad nucleotídica se calcularon usando el método de 
remuestreo bootstrap. 
 
La entropía de Shannon normalizada (Sn) es una medida de la similitud existente 
entre los diferentes genomas que constituyen un espectro de mutantes, tomando valores 
comprendidos entre 0 (homogeneidad completa) y 1 (heterogeneidad completa). La 
justificación teórica de este concepto se describe en (Volkenstein, 1994) y una aplicación al 
estudio de las cuasiespecies virales puede encontrarse en (Airaksinen et al, 2003; Pariente et 
al, 2003; Ruiz-Jarabo et al, 2000; Sierra et al, 2007; Sierra et al, 2000). La entropía de Shannon 
normalizada (Sn) se calculó a partir de la siguiente fórmula:  
 
Sn = -[Σi · (pi · ln pi)] / ln N 
 
en la que “pi” es la frecuencia de cada secuencia en el conjunto de secuencias estudiado y 
“N” el número total de secuencias analizadas.  
 
4.17. Análisis de niveles de nucleótidos intracelulares.  
 
Los protocolos usados se han descrito previamente (Pogolotti & Santi, 1982; 
Sanchez-Jimenez et al, 2012). Células Huh-7.5 reporter (2×106 células) sin tratar o tratadas 
con los compuestos que se indicaron en los distintos experimentos se lavaron con PBS y se 
incubaron en hielo durante 10 minutos con 900 μl de 0.6 M de ácido tricloroacético. Una 
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mezcla enfriada previamente de 720 µl de Uvasol® (1,1,2-triclorotrifluoroetano, Sigma) y 180 
µl de Tri-n-octilamina (Sigma) se mezcló con los 900 µl del sobrenadante, se agitó en el 
vortex durante 10 segundos y se centrifugó durante 30 segundos a 12,000 g y 4 °C. Las 
muestras se conservaron a  −80 °C hasta el momento del análisis. Los nucleótidos se 
separaron en una columna analítica Partisil 10 SAX (4.6×250 mm) (Whatman) con una 
precolumna Partisil 10 SAX (4.6×30 mm) (Capital HPLC). Cada muestra (100 µl) se inyectó 
en un sistema de HPLC Alliance 2695 conectado a un detector de matriz de fotodiodos 2996 
(Waters). La tasa de flujo de elución fue de 0,8 ml/min, y los nucleótidos fueron detectados a 
una longitud de onda de 254 nm, a excepción de la RTP que fue detectada a 220 nm. Antes 
de la inyección de las muestras, la columna se equilibró con 60 ml de 7 mM NH4H2PO4, pH 
3.8 (tampón A). El programa para la separación comenzó con 22 minutos de un periodo 
isocrático (periodo en el que se utiliza un solo solvente) con tampón A seguido de un 
gradiente lineal de 112 minutos hasta alcanzar una concentración de 250 mM NH4H2PO4, 
500 mM KCl y pH 4.5 (tampón B). Finalmente se acabó con otro periodo isocrático de 37 
minutos de tampón B. Como control de separación y cuantificación se inyectaron 50 µl de 20 
pmol/µl UTP, CTP, ATP, GTP, UDP, CDP, ADP y GDP; y 80 pmol/µl de RTP (Jena 
Bioscience). Para el análisis se utilizó el software Waters Empower™ Chromatography Data 
Software. Las determinaciones se llevaron a cabo en dos réplicas biológicas independientes y 
cada una de ellas se midió por triplicado. La cantidad de cada nucleótido en los extractos 
celulares se normalizó relativo al número de células que había en la placa según el 
tratamiento y el tiempo. Los análisis se realizaron en la Universidad de Málaga, con la 
colaboración de la Dra. Ana Grande-Pérez. 
 
4.18. Ensayos bioquímicos con la polimerasa NS5B. 
 
4.18.1 Expresión y purificación de la proteína NS5B. 
 
Las secuencias codificantes de dos polimerasas NS5B de HCV de genotipos 1b 
(Con1) y 2a (JFH-1) se clonaron en el vector de expresión pET21b (Novagen). Se excluyó la 
región hidrofóbica del extremo C-terminal de la proteína (Δ21) y se agregó una cola de 
histidinas en esa región. La expresión de proteínas se realizó en Escherichia coli BL21 (DE3). 
Los cultivos se crecieron en medio LB con ampicilina (100 mg/ml) hasta alcanzar una 
densidad óptica (595 nm) de 0,6-0,7. En ese momento (fase exponencial), se añadió IPTG 
(Fermentas) a una concentración final de 0,25 mM. Los cultivos se crecieron entonces 
durante 12 horas a 25 ºC y  posteriormente las células se centrifugaron a 3.700 r.p.m. 
durante 30 minutos obteniéndose un sedimento que se congeló a -80 ºC (Powdrill et al, 
2011). El sedimento de bacterias se resuspendió en 500 ml de tampón de resuspensión 
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(Hepes pH 7,2, glicerol al 10%, NaCl 500 mM, NP40 al 0,02%) y se incubó durante 30 
minutos a 4 ºC con agitación en presencia de 0,1 mg/ml lisozima (Sigma) y 1 mM 
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF, Boehringer). A continuación, la suspensión se lisó alternando 
3 ciclos de sonicación de 15 segundos con 3 ciclos de 15 segundos en hielo y la fracción 
soluble se recuperó mediante una centrifugación a 12.000 r.p.m de 40 minutos. La polimerasa 
se purificó mediante cromatografía de afinidad en columna de níquel. Para ello, la muestra se 
pasó a través de la columna de níquel previamente equilibrada con el tampón de 
resuspensión. La proteína unida se lavó con este tampón y se eluyó con un gradiente de 
imidazol (entre 100 y 500 mM) en tampón de resuspensión. Las fracciones con proteínas se 
detectaron mediante el ensayo Bradford, se juntaron y dializaron a 4 ºC durante 12-14 horas 
frente al tampón de diálisis (Tris 10 mM, Glicerol al 50%, NaCl 600 mM y DTT 5 mM). Las 
fracciones con proteína purificada se distribuyeron en alícuotas y se congelaron a -80 ºC. La 
concentración de proteína se determinó mediante el valor de la absorbancia. 
 
4.18.2 Marcaje en 5’ del dinucleótido GG. 
 
Los dinucleótidos GG fueron marcados en el extremo 5’ con [γ32P] ATP (Amersham) 
mediante la polinucleótido kinasa de T4 (New England Biolabs) durante 1 hora a 37 ºC. La 
polinucleótido kinasa fue inactivada por calor (10 minutos a 70 ºC). 
 
4.18.3. Ensayo de elongación.  
 
Antes de evaluar la eficiencia de incorporación de distintos nucleótidos o RTP sobre 
un molde de RNA (Tabla 4.18) se realizaron ensayos de actividad enzimática empleando el 
dinucleótido marcado GG* como cebador. Estos ensayos nos permitieron conocer la cantidad 
de enzima activa tras la purificación. La mezcla de la reacción (GG* 200 nM, oligonucleótido 
molde 500 nM, EDTA 0,5 nM, NaCl 15 mM, NTPs 5 µM y enzima 1 µM) se preincubó a 
temperatura ambiente durante 10 minutos, para permitir la formación del complejo NS5B-
RNA. Tras la preincubación, la reacción se inició mediante la adición de MgCl2 y se paró por 
adición de una solución de parada [95% (v/v) de formamida desionizada, 0,025% (p/v) de azul 
de bromofenol y 0,025% (p/v) de violeta de bromofenol].  
 
Para evaluar la eficiencia de incorporación de distintos nucleótidos o RTP se realizaron 
ensayos de elongación de un molde de RNA usando el dinucleótido marcado GG* como 
cebador, en ensayos de tipo dosis-respuesta. La mezcla de la reacción (GG* 200 nM, 
oligonucleótido molde 500 nM, EDTA 0,5 nM, NaCl 15 mM, NTPs para elongar hasta la 
posición de interés a 5 µM y enzima 1 µM) se preincubó a temperatura ambiente durante 10 
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minutos y se inició mediante la adición de MgCl2 prolongándose durante 40 minutos. A 
continuación, se añadió el nucleótido para el que se midió la eficiencia de incorporación en un 
rango de concentraciones y finalmente se paró la reacción por adición de la solución de parada 
(descrita anteriormente). 
 
Se utilizó ATP, UTP, CTP y GTP de Amersham; y RTP de Jena Bioscience. Para 
analizar los productos de la reacción, las mezclas con el tampón de parada se calentaron a 100 
ºC durante 5-10 minutos y se analizaron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida al 
20% con 7M de urea en TBE (100 W durante 3 horas). Los geles con los productos de la 
reacción resueltos  fueron expuestos a placas fotosensibles y densitometrados. 
 
Los procedimientos descritos en el apartado 4.18 se realizaron en el laboratorio del 
Dr. Matthias Götte durante una estancia corta en la Universidad de McGill (Montreal, Canadá). 
 
Tabla 4.18. Moldes utilizados para los ensayos bioquímicos con la polimerasa de HCV. 
 








4.19. Análisis estadísticos. 
 
La significación estadística de las diferencias existentes entre frecuencias de mutación, 
inserción o deleción o entre repertorios de tipos de mutaciones se evaluó usando el test chi-
cuadrado (χ2).  La significación de diferencias en diversidad nucleotídica asociada con 
tratamiento a drogas se obtuvo mediante tests de permutación con 10.000 permutaciones 
por prueba, empleando el programa MATLAB® (Ortega-Prieto et al, 2013). La significación 
estadística de diferencias en producción de progenie viral causadas por tratamientos con 
agentes antivirales y de diferencias en la infectividad específica, se realizó mediante análisis 
unidireccional o bidireccional de la varianza, según el experimento, con el paquete estadístico 
SPSS 13.0 (SPSS, Inc.) (para comparaciones múltiples se aplicó la corrección de Bonferroni) o 
un t-test, empleando la hoja de cálculo Excel (Microsoft Office).  
 
4.20. Disoluciones y tampones utilizados. 
 
• Tripsina-EDTA: 0,5 mg/ml tripsina (Sigma), etilendiaminotetracetato sódico (EDTA; Merck) 
al 0,016% y rojo fenol al 0,001% diluidos en PBS.  
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• PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM Na2HPO4, pH 6,8. 
 
• PBS-Tween: Tween-20 al 0,1% diluido en PBS.  
 
• TBS: 150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0. 
 
• TBS-Tween: Tween-20 al 0,1% diluido en TBS.  
 
• Tampón de bloqueo de inmunotinción:  Albumina de suero bovino (BSA) al 1% y leche 
desnatada en polvo al 0,2% diluidos en PBS.  
 
• DAB 1%: 1g de DAB (3,3’-diaminobenzidina, Sigma o DAB-tetraclorhidrato), 100 ml de 
agua destilada y 500 µl de HCl a una concentración de 10N.  
 
• Suero de caballo 2,5%: 1,25 ml de suero de caballo (Sigma H1270), 0,4 ml de acida sódica 
al 10% y 48,35 ml de PBS. 
 
• Solución de X-Gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-galactopiranósido (Roche) al 2% en 
dimetilformamida (Merck).  
 
• Solución de IPTG: isopropil-β-D-tiogalactopiranósido en agua destilada.  
 
• TAE: 40 mM Tris acetato, pH 8,3, 1 mM EDTA.  
 
• TBE: 90 mM Tris base, 90 mM ácido bórico, 2 mM EDTA. 
 
• TE: 10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0. 
 
• Tampón de ruptura (extracción de proteínas): 160 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1 M DTT, 2% 
SDS, glicerol al 11% , azul de bromofenol al 0,033% . 
 
• Tampón de electroforesis para Western blot: 25 mM Tris-HCl, 190 mM glicina y SDS al 
0,1% , pH 8,3. 
 
• Tampón de transferencia para Western blot: 25 mM Tris-HCl, 190 mM glicina, metanol al 


















5.1. Extinción del virus de la hepatitis C por ribavirina en células 
de hepatoma humano. 
 
Algunos estudios realizados en cultivos celulares sugieren que R posee una actividad 
mutagénica para HCV (Brochot et al, 2007; Contreras et al, 2002; Hofmann et al, 2007; Kanda 
et al, 2004; Pfeiffer & Kirkegaard, 2005b; Zhou et al, 2003). Sin embargo otros trabajos no 
obtienen el mismo resultado (Chevaliez et al, 2007; Kato et al, 2005; Mori et al, 2011). 
Conocer el mecanismo por el cual R ejerce un efecto antiviral sobre HCV es muy relevante ya 
que puede influir en el diseño de protocolos antivirales (Perales et al, 2012).  
 
En este apartado se estudia el efecto de varios fármacos o sus combinaciones sobre 
HCV a lo largo de pases seriados en cultivos celulares. 
 
5.1.1. Concentración citotóxica 50 (CC50) de ribavirina para células Huh-7.5 
reporter. 
 
Para conocer el efecto citotóxico de la R se determinó la concentración que reduce la 
viabilidad celular al 50% (CC50). Para ello células Huh-7.5 reporter se incubaron con 
concentraciones crecientes de R (de 0 a 120 µM) y se determinó la viabilidad de las células 72 
horas después del tratamiento. R resultó ser moderadamente tóxica para las células, con CC50 





Figura 5.1.1. Cuantificación de la toxicidad 
para las células Huh-7.5 reporter de la 
ribavirina. La determinación de la concentración 
citotóxica 50 (CC50) se llevó a cabo por triplicado y se 
representan los valores de las desviaciones estándar.  
Las condiciones experimentales se describen en el 














































5.1.2. Concentración inhibitoria 50 (IC50) de ribavirina para el virus de la 
hepatitis C. 
 
Para cuantificar la inhibición de la producción de progenie infecciosa de HCV (IC50) se 
infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una MOI de 0,2-0,5 TCID50/célula en 
presencia de concentraciones crecientes de R y se midió la producción de progenie infecciosa.   
 
El valor de IC50 para R se muestra en la Fig. 5.1.2. A partir de los datos de CC50 e IC50 
(Figs. 5.1.1 y 5.1.2) se calculó el índice terapéutico (TI = CC50/IC50) para R, obteniéndose un 
valor de TI de 12,8. Este valor indica una eficacia aceptable y sirvió como referencia para la 




Figura 5.1.2. Cuantificación de la inhibición 
de la producción de progenie infecciosa de 
HCV por ribavirina. La determinación de la 
concentración inhibitoria 50 (IC50) se llevó a cabo por 
triplicado y se representan los valores de las 
desviaciones estándar. Las condiciones experimentales 







5.1.3. Influencia de las condiciones experimentales sobre la replicación del 
virus de la hepatitis C durante el tratamiento con ribavirina. 
 
El virus HCVp0 fue sometido a 10 pases seriados en células Huh-7.5 reporter usando 
una MOI inicial alta (1-2 TCID50/célula) o baja (0.1-0.2 TCID50/célula) en ausencia o presencia 
de distintas concentraciones de R. Los resultados muestran una bajada de la producción de 
progenie viral infecciosa y de RNA intracelular de HCV como resultado del tratamiento con R 
(Fig. 5.1.3.1 y 5.1.3.2). Una excepción fue la replicación disminuida pero continuada de HCV en 
presencia de R 50 µM en la infección a alta MOI inicial. En el resto de casos, la infectividad y el 
RNA viral intracelular disminuyeron a niveles por debajo del límite de detección entre los 
pases 3 y 9 (Fig. 5.1.3.1 y 5.1.3.2). El descenso de la infectividad en los sobrenadantes de las 
infecciones precedió al descenso de RNA viral intracelular. 
 
Estudios anteriores sobre mutagénesis letal en nuestro laboratorio definieron un triple 
criterio para considerar la existencia de extinción viral: primero, ausencia de infectividad 












































material amplificable por RT-PCR usando un protocolo muy sensible de amplificación (Agudo 
et al, 2010; Pariente et al, 2001; Sierra et al, 2000). Cuando se aplicaron a estos ensayos, no se 
rescató infectividad de las poblaciones de HCV tratadas con R que fueron sometidas a los 3 
pases en ciego. Sin embargo, algunas infecciones, a pesar de no presentar infectividad, 
generaron una banda de amplificación específica de HCV incluso hasta después de 15 pases 





Figura 5.1.3.1.  Efecto de la ribavirina sobre la producción de progenie infecciosa y RNA viral 
intracelular en infecciones de HCV a una MOI inicial alta. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con 
HCVp0 a una MOI de 1-2 TCID50/célula, en ausencia o presencia de ribavirina a las concentraciones indicadas en el 
cuadro superior. Se llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control negativo). Se usó la progenie 
de cada infección para infectar células en el siguiente pase del virus (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se 
determinó la infectividad viral en el sobrenadante de los cultivos celulares (panel de la izquierda), y se midió el RNA 
viral intracelular por RT-PCR cuantitativa (panel de la derecha). La línea discontinua paralela al eje de abscisas indica 
el límite de detección de la infectividad y del RNA viral intracelular (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y 
Métodos). En el cuadro inferior se muestran las bandas de amplificación de 539 pb generadas por una RT-PCR 
altamente sensible en la que se usa como molde RNA viral intracelular de los pases indicados; los signos + y - 
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Figura 5.1.3.2.  Efecto de la ribavirina sobre la producción de progenie infecciosa y RNA viral 
intracelular en infecciones de HCV a una MOI inicial baja. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con 
HCVp0 a una MOI de 0,1-0,2 TCID50/célula usando dos protocolos diferentes. En el primero se infectaron 4x106 
células Huh-7.5 reporter con 4×105 - 8×105 TCID50 de HCVp0 (paneles de la izquierda) y en el segundo se 
infectaron 4×105 células Huh-7.5 reporter con 4×104 - 8×104 TCID50 de HCVp0 (paneles de la derecha). Se 
realizaron 2 réplicas biológicas por concentración, nombradas A y B, como se indica en el cuadro superior. Además, 
se llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control negativo). Se usó la progenie de cada infección 
para infectar células, en un nuevo pase (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se determinó la infectividad en el 
sobrenadante de los cultivos celulares (paneles superiores), y se midió el RNA viral intracelular por RT-PCR 
cuantitativa (paneles inferiores) (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y Métodos). La línea discontinua paralela al eje 
de abscisas indica el límite de detección de la infectividad y del RNA viral intracelular. En el cuadro inferior se 
muestran las bandas de amplificación de 539 pb generadas por una RT-PCR altamente sensible en la que se usa 
como molde RNA viral intracelular de los pases indicados; los signos + y - indican presencia o ausencia de banda de 
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5.1.4. Complejidad del espectro de mutantes en poblaciones del virus de la 
hepatitis C en ausencia o presencia de ribavirina. 
 
Para determinar si el descenso de infectividad producido por R, y que antecedió al 
descenso de RNA viral intracelular de HCV, estaba asociado a una actividad mutagénica de la 
droga, se comparó la complejidad de los espectros de mutantes de poblaciones pasadas en 
presencia y ausencia de R (Fig 5.1.3.2). Estas poblaciones se originaron a partir de los pases de 
virus a una baja MOI inicial, descritos en el apartado 5.1.3. Para el análisis se escogieron las 
regiones genómicas E2, NS5A y NS5B, que codifican tanto proteínas estructurales como no 
estructurales y muestran diferentes grados de conservación (Tabla 5.1.4.1.).  
 
Las regiones genómicas NS5A y NS5B de las poblaciones sometidas a tres pases en 
presencia de R experimentaron un aumento significativo de la frecuencia de mutación mínima 
(de 1,4 a 3,0 veces con R 50 µM, y de 1,6 a 4,8 veces con R 100 µM) respecto a la población 
pasada en ausencia de R (p<0.05 y p<0.0005, respectivamente; test χ2). Se observaron también 
aumentos estadísticamente significativos de la diversidad nucleotídica para poblaciones tratadas 
con R (NS5A p<0.004; NS5B p<0.04 y p<0.005, respectivamente; test de permutación). Los 
incrementos en frecuencia de mutación mínima y diversidad nucleotídica de la región E2 no 
resultaron ser estadísticamente significativos, aunque existe una tendencia clara de aumento de 
ambos parámetros respecto a la población pasada en ausencia de la droga (Tabla 5.1.4.1).  
 
Tabla 5.1.4.1. Análisis de las cuasiespecies de las poblaciones de HCVp0 pasadas en ausencia 
o presencia de ribavirinaa. 
 
a Las poblaciones analizadas se corresponden con el pase 3 de infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso 
#AB047639). La región codificante NS5B se analizó a partir de dos amplificaciones distintas y solapantes entre sí. 
c El paréntesis indica el número de clones analizados y de haplotipos encontrados (número de secuencias distintas 
de RNA en la población). Algunos clones analizados no se secuenciaron completamente. 
d La frecuencia de mutación mínima es el número de mutaciones distintas encontradas dividido por el número total 
de nucleótidos secuenciados para cada población (apartado 4.16 de Materiales y Métodos). 
e El cálculo de diversidad nucleotídica (π) y el intervalo de confianza (IC) se explican en el apartado 4.16 de 
Materiales y Métodos. 
 
Región genómicab [Ribavirina] (µM)a 






π . 103 (95 % IC) 
0 15,122 (15/9) 9,3 x 10-4 1,11 (0,73-1,58) 
50 18,860 (17/14) 1.3 x 10-3 1,49 (1,15-2,01) 
E2 
(1490- 2590) 
100 20,657 (21/16) 1,5 x 10-3 1,74 (1,33-2,51) 
0 29,704 (22/18) 7,7 x 10-4 1,16 (0,93-1,51) 
50 23,766 (17/17) 1,4 x 10-3 1,54 (1,16-2,11) 
NS5A 
(6269-7666) 
100 21,396 (20/20) 2,1 x 10-3 2.43 (1.99-3.44) 
0 22,691 (18, 10/5, 3) 2,5 x 10-4 0,74 (0,53-1,03) / 
0,23 (0,11-0,56) 








En estudios anteriores se ha descrito que R induce de forma preferencial transiciones 
G→A y C→U en HCV y otros virus RNA (Agudo et al, 2010; Airaksinen et al, 2003; Crotty et 
al, 2000; Dietz et al, 2013). El porcentaje de transiciones relativo al número total de 
mutaciones observados en las 3 regiones genómicas no varió como resultado del tratamiento 
con R (79.1%, 75,6% y 79.4% en ausencia y presencia de R 50 y R 100 µM, respectivamente). 
Sin embargo, el porcentaje de transiciones correspondiente a la suma de [(G→A)+(C→U)] 
aumentó del 32.5% en ausencia de R al 51.7% y 57.7% en presencia de R 50 y R 100 µM, 
respectivamente. Aunque estos incrementos no resultaron ser estadísticamente significativos 
(p=0,18 y p=0,1, respectivamente; test χ2), se observó un aumento de la relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] (Fig. 5.1.4.1) que refuerza la conclusión de que R actúa 




Figura 5.1.4.1. Matrices de tipos de mutaciones en el espectro de mutantes de poblaciones de 
HCV que han sido pasadas en ausencia o presencia de ribavirina a baja MOI. Las mutaciones (de 
los nucleótidos escritos verticalmente a los escritos horizontalmente) se contabilizan en los clones individuales 
analizados en cada población respecto a su secuencia consenso (que no varía respecto a la del aislado JFH-1). Se 
representan en rojo las transiciones que aumentan como consecuencia del tratamiento con R. La relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] está indicada en el recuadro debajo de cada matriz. Las poblaciones analizadas 
son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. La población tratada con R 50 µM presentó 
además una deleción de dos nucleótidos localizada en las posiciones 1788 y 1789.	   
 
 
Las mutaciones observadas, las sustituciones de aminoácido y su probabilidad según la 
matriz de sustitución PAM 250 (Feng & Doolittle, 1996) se enumeran en las Tablas 5.1.4.2, 
5.1.4.3 y 5.1.4.4. De ellas cabe destacar un incremento del porcentaje de mutaciones sinónimas 
respecto a no sinónimas causadas por la R, contrariamente a lo que cabría esperar. Las 
mutaciones se localizan de forma homogénea a lo largo de las tres regiones genómicas, no 
















































Tabla 5.1.4.2. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectros de 
mutantes del gen E2 de HCVp3 pasado en ausencia o presencia de ribavirina (R)a. 
HCV p3 Sin droga HCV p3 R 50 µM HCV p3 R 100 µM 












A1493U T2S 1 C1532U R15C -4 C1490U R1F -4 
A1583G N32D 2 C1579G - - C1491U R1F -4 
C1654U - - A1583G N32D 2 U1554C M22T -1 
U1658C S57P 1 A1590G N34S 1 C1636A - - 
C1954U - - C1624U - - C1648U - - 
A1960U I157F 1 C1654U - - U1651C - - 
G1987A - - A1670C T61P 0 C1654U - - 
U2020C W177R 2 C1671U T61I 0 A1670U T61S 1 
A2167G K226E 0 Del 1788-1789 - 2 nt - C1672U - - 
U2203C - - G1987A - - U1679C F64L 2 
C2320U - - C2053U - - G1765A - - 
U2341C S284P 1 G2193A R235K 3 G1892A V135M 2 
C2401U - - C2195U L236F 2 G1909A - - 
U2568G I360S -1 C2212U - - G1963A - - 
   C2230U - - U1972A - - 
   C2284U - - G1987A - - 
   A2321C - - A2054C R189S 0 
   G2328A R280K 3 G2112U R208M 0 
   U2374C - - C2135U L216F 2 
   G2393A D302N 2 C2143U - - 
   C2401U - - C2146U - - 
   C2422A - - G2307A C273Y 0 
   C2455U - - A2321C - - 
   G2533A - - A2372G I295V 4 
   C2550U A354V 0 U2374C - - 
      A2460G Y324C 0 
      A2482G - - 
      G2531A A348T 1 
      C2548U - - 
      C2569U - - 
      G2585A E366K 0 
Mutaciones 
distintas 
14  Mutaciones 
distintas 





6 (43)  Sinónimas 
(%)c 
14 (58)  Sinónimas 
(%)c 




8 (57)  No 
sinónimas 
(%)c 
10 (42)  No 
sinónimas 
(%)c 
14 (45)  
Deleciones 0  Deleciones 1  Deleciones 0  
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). 
Los aminoácidos se representan según el código de una letra (explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-
terminal al C-terminal. 
c Número de mutaciones sinónimas y no sinónimas, y el porcentaje de cada una de ellas. El porcentaje de mutaciones sinónimas y 










Tabla 5.1.4.3. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectros de 
mutantes del gen NS5A de HCVp3 pasado en ausencia o presencia de ribavirina (R)a. 
 
HCV p3 Sin droga HCV p3 R 50 µM HCV p3 R 100 µM 












A6452G N62D 2 C6298U - - G6302A V12I 4 
A6455G I63V 4 G6446U G60C -3 C6339U T24I 0 
C6632U R122C -4 A6452G N62D 2 C6340U - - 
G6641A G125R -3 A6578G T104A 1 C6355U - - 
A6697G - - C6768A P167Q 0 A6452G N62D 2 
A6740G I158V 4 C6955U - - C6492U T75I 0 
A6758U T164S 1 U7016C Y250H 0 C6529A - - 
G6784A - - C7033A - - U6535C - - 
A6840G E191G 0 A7035G D256G 1 C6574U - - 
A6877U - - G7069U Q267H 3 G6616A - - 
U6980C S238P 1 G7131C S288T 1 G6631A - - 
G7037A A257T 1 A7158G E297G 0 G6637A - - 
C7057U - - A7163G M299V 2 C6721U - - 
U7137A L290H -2 C7169U P301S 1 U6786C V173A 0 
U7137C L290P -3 U7193C - - G6815U A183S 1 
A7150G I294M 2 G7210A - - C6826U - - 
A7163G M299V 2 G7228U - - C6853A D195E 3 
U7273C - - U7273C - - C6859U - - 
U7338G V357G -1 A7302C K345T 0 G6902A E212N 1 
C7410U S381L -3 G7304A A346T 1 G6904U E212N 1 
A7533G E422G 0 C7318U - - G6922A - - 
G7598A V444I 4 U7371A L668H -2 G6988A - - 
A7655G T463A 1 C7408U - - U7016C Y250H 0 
   U7409C S381P 1 C7021U - - 
   G7415A G383S 1 U7023C V252A 0 
   G7439C A391P 1 G7024U - - 
   C7447U - - C7065A A266D 0 
   G7460A G298S 1 U7138G - - 
   U7501C - - G7173A R302K 3 
   A7533G E422G 0 C7231U - - 
   U7572G L435R -3 C7270U - - 
   C7585U - - C7307U P347S 1 
   G7598A V444I 4 G7329C R354P 0 
   G7612U - - G7439C A391P 1 
      C7447U - - 
      C7450U - - 
      G7457A G397S 1 
      G7484A A406T 1 
      C7487U P407S 1 
      U7515C M416T -1 
      A7533G E422G 0 
      A7540U - - 
      C7574G Q436E 2 
      G7588A - - 
Mutaciones 
distintas 
23  Mutaciones 
distintas 





5 (22)  Sinónimas 
(%)c 
13 (38)  Sinónimas 
(%)c 




18 (78)  No 
Sinónimas 
(%)c 
21 (62)  No 
Sinónimas 
(%)c 
22 (50)  
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). 
Los aminoácidos se representan según el código de una letra (explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-
 75	  
terminal al C-terminal. 




Tabla 5.1.4.4. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectros de 
mutantes del gen NS5B de HCVp3 pasado en ausencia o presencia de ribavirina (R)a. 
 
HCV p3 Sin droga HCV p3 R 50 µM HCV p3 R 100 µM 












C7735U - - U7741C - - C7735U - - 
C8191U - - A7762C - - C7798U - - 
A8295G E210G 0 A7786G - - A7806U Q47L -2 
U8314G - - A7840G - - C7963U - - 
G9144A G493D 1 C7879U - - G7970A G102R -3 
A9394U - - U7919C - - G8185A M173I 2 
   A7965G K100R 3 G8272A - - 
   C7993U - - A8295G E210G 0 
   C7996U - - U8446G - - 
   C8001U S112F -3 A8483G T273A 1 
   C8029A - - C8704U - - 
   C8132U P156S 1 A8731G - - 
   G8164A - - C8793U P376L -3 
   G8185A M173I 2 C8800U - - 
   C8191U - - C8801U R379C -4 
   C8210U L182F 2 G8864A V400I 4 
   G8221U - - U8962C - - 
   A8295G E210G 0 U8970A V435D -2 
   C8347U - - U9010C - - 
   C8583U A306V 0 A9298G - - 
   C8662U - - C9388U - - 
   G8668A - -    
   U8716G - -    
   C8792U P376S 1    
   C8803U - -    
   C8939U - -    
   U9377G S571A 1    
   C9392U - -    
Mutaciones 
distintas 
6  Mutaciones 
distintas 





4 (67)  Sinónimas 
(%)c 
19 (73)  Sinónimas 
(%)c 




2 (33)  No 
Sinónimas 
(%)c 
9 (27)  No 
Sinónimas 
(%)c 
9 (43)  
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). 
Los aminoácidos se representan según el código de una letra (explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-
terminal al C-terminal. 








Para obtener datos adicionales sobre la actividad mutagénica de R, se analizó la 
complejidad del espectro de mutantes del gen NS5A en poblaciones obtenidas de pases de 
virus a una alta MOI inicial (1-2 TCID50/célula), descritos en el apartado 5.1.3. En este caso, el 
análisis de las cuasiespecies se realizó mediante dos metodologías distintas, clonaje molecular y 
secuenciación masiva. El análisis de los clones moleculares por secuenciación de Sanger (Tabla 
5.1.4.5) mostró un aumento significativo de la frecuencia de mutación (2,5 veces con R 75 µM 
y 2,8 veces con R 100 µM) respecto a la población pasada en ausencia de R (p<0.05 y p<0.005, 
respectivamente; test χ2). Además, aumentó significativamente la diversidad nucleotídica en las 
poblaciones pasadas en presencia de R (p<0.0017; test de permutación).  
 
Tabla 5.1.4.5. Análisis de los espectros de mutantes de poblaciones de HCVp0 pasadas en 












π . 103 (95 % IC) 
0 4 23,766 (17/13) 6,7 x 10-4 0,89 (0,72-1,19) 
0 5 19,572 (14/8) 6,1 x 10-4 0,69 (0,42-1,12) 
75 4 16,766 (12/12) 1,4 x 10-3 1,37 (0,96-2,05) 
75 5 11,899 (9/8) 1,9 x 10-3 2,34 (1,76-3,06) 
100 4 13,980 (10/10) 1,8 x 10-3 2,07 (1,75-2,44) 
 
a Las poblaciones analizadas son las de los pases 4 y 5 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.1. La numeración 
de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). La 
región genómica analizada NS5A se sitúa entre el nucleótido 6269 y el 7666. El pase 5 de la línea tratada con R 100 
µM no disponía de RNA molde suficiente para realizar el análisis. 
b El paréntesis indica el número de clones analizados y de haplotipos encontrados (número de secuencias distintas 
de RNA en la población). Algunos clones analizados no se secuenciaron completamente. 
c La frecuencia de mutación mínima es el número de mutaciones distintas encontradas (las mutaciones repetidas se 
cuentan una sola vez) dividido por el número total de nucleótidos secuenciados para cada población (apartado 4.16 
de Materiales y Métodos). 




Además, se observó un cambio en la distribución de los tipos de mutación. El 
porcentaje de transiciones respecto al número total de mutaciones no varió como resultado 
del tratamiento con R (82.1%, 76.6% y 88.0% en ausencia y presencia de R 75 µM y R 100 µM, 
respectivamente) pero el porcentaje de transiciones del tipo [(G→A)+(C→U)] respecto al 
número total transiciones aumentó significativamente [desde un 14.3% en ausencia de R al 
59.5% y 68.0% en presencia de R 75 y R 100 µM, respectivamente (p<0.05 y p<0.01, test χ2)]. 
Esto quedo reflejado en un aumento de la relación [(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] (Tabla 
5.1.4.5 y Fig. 5.1.4.2). El porcentaje de mutaciones sinónimas y no sinónimas, las sustituciones 
de aminoácidos y su probabilidad según la matriz de sustitución PAM 250 se muestran en el 




Figura 5.1.4.2. Matrices de tipos de mutaciones en el espectro de mutantes de poblaciones de 
HCV que han sido pasadas en ausencia o presencia de ribavirina a alta MOI. Las mutaciones (de 
los nucleótidos escritos verticalmente a los escritos horizontalmente) se contabilizan en los clones individuales 
analizados en cada población respecto a su secuencia consenso (que no varía respecto a la del aislado JFH-1). Se 
representan en rojo las transiciones que aumentan como consecuencia del tratamiento con R. La relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] está indicada en el recuadro debajo de cada matriz. Las poblaciones analizadas 
son las de los pases 4 y 5 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.1.	  
 
 
Los análisis de los espectros de mutantes de poblaciones obtenidas a partir de 
infecciones realizadas con una alta o baja MOI inicial de HCV muestran resultados similares 
que nos permiten concluir que en el sistema de replicación de HCV en células Huh-7.5 la R es 
mutagénica para el virus. 
 
La secuenciación masiva (UDPS) es un método alternativo para el análisis de 
cuasiespecies virales que proporciona un muestreo alternativo al del clonaje molecular 
(Gregori et al, 2014; Marz et al, 2014). Se analizaron seis amplicones, que abarcan el gen NS5A 
completo, en poblaciones de HCVp0 pasadas 4 veces en ausencia o en presencia de R 75 µM. 
Los resultados (Tabla 5.1.4.6, Fig. 5.1.4.3 y Anexo 2) muestran un aumento del número de 
mutaciones distintas, sitios polimórficos, haplotipos y proporción [(G→A)+(C→U)] respecto 
al total de mutaciones en poblaciones pasadas en presencia de R (9,7% y 60,0% en ausencia de 
R y R 75 µM, respectivamente). El porcentaje de transiciones del tipo [(G→A)+(C→U)] 
respecto al número total de transiciones aumentó significativamente [desde un 28,0% en 
ausencia de R a un 75,0% en presencia de R 75 (p<0.02, test χ2)]. Esto quedo reflejado en un 
aumento de la relación [(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)]. Por tanto, los análisis de 
secuenciación masiva también indican que R ejerce una actividad mutagénica sobre HCV en 























































Tabla 5.1.4.6. Análisis por secuenciación masiva de poblaciones de HCVp0 pasadas en ausencia o 
presencia de ribavirinaa. 
 














0 3 7 5 15 4 7 Nº de 
mutaciones 
distintas 75 18 25 15 35 22 24 
0 3 7 5 14 4 6 Sitios 
polimórficos 75 18 24 15 34 21 24 
0 4 (3/0) 8 (7/0) 6 (5/0) 16 (12/3) 4 (2/1) 8 (6/1) 
Nº de haplotiposc 
75 18 (15/2) 26 (24/1) 16 (14/1) 35 (31/3) 22 (19/2) 25 (21/3) 
[(G→A)+(C→U)]d 0 2 (2/1) 0 (0/6) 0.25 (1/4) 0.50 (4/8) 1 (1/1) 0.33 (1/3) 
[(A→G)+(U→C)] 75 3,5 (28/8) 2,83 (17/6) 6,5 (13/2) 1,45 (16/11) 13 (13/1) 3,75 (15/4) 
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 4 de las infecciones realizadas a alta MOI inicial descritas en la Figura 5.1.3.1. La 
numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). La 
región genómica analizada NS5A se sitúa entre el nucleótido 6152 y el 7725.  
b El número de nucleótidos secuenciados fue de 2,1 x 106 a 3,3 x 106, y el número de lecturas por amplicón fue de 10,000. Los 
procedimientos se detallan en el apartado 4.15 de Materiales y Métodos. 
c Los números en paréntesis indican el número de haplotipos con una o dos mutaciones, respectivamente. 
d Los números en paréntesis indican el número de mutaciones del tipo [(G→A) y (C→U)] y [(A→G) y (U→C)], respectivamente. 





Figura 5.1.4.3. Matrices de tipos de mutaciones en el espectro de mutantes de poblaciones de 
HCV que han sido pasadas en ausencia o presencia de ribavirina a alta MOI. Las mutaciones (de 
los nucleótidos escritos verticalmente a los escritos horizontalmente) se obtuvieron por UDPS, se incluyen 
mutaciones repetidas entre amplicones solapantes. Se representan en rojo las transiciones que aumentan como 
consecuencia del tratamiento con R. La relación [(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] está indicada en el recuadro 






































5.1.5. Efecto de la guanosina sobre la actividad inhibidora y mutagénica de la 
ribavirina. Alteración de los niveles de nucleótidos intracelulares en células 
Huh-7.5 reporter. 
 
R es metabolizada por enzimas celulares para producir los derivados de nucleósidos 
mono-, di- y trifosfato (RMP, RDP, RTP, respectivamente) (Streeter et al, 1973; Zimmerman & 
Deeprose, 1978) (apartado 2.6.1.1 de Introducción). RMP actúa como un inhibidor 
competitivo de la IMPDH lo que provoca una reducción del nivel intracelular de GTP que 
puede favorecer la incorporación de nucleótidos erróneos por falta de disponibilidad de GTP 
(Franklin & Cook, 1969; Snell, 2001; Streeter et al, 1973). En estudios anteriores se ha descrito 
que el nucleósido guanosina (Gua) puede revertir la inhibición de la IMPDH por la RMP y 
restaurar niveles intracelulares de GTP (apartado 2.6.1 de Introducción) (Airaksinen et al, 
2003; Kerr, 1987; Lanford et al, 2001; Zimmerman & Deeprose, 1978). Por tanto, la 
comparación de la complejidad de espectros de mutantes de poblaciones virales pasadas en 
presencia de R y en ausencia o presencia de Gua nos permitirá evaluar la contribución de la 
incorporación de R al RNA frente a la depleción de GTP en la mutagénesis por R. 
 
Se analizó el efecto de la adición de Gua en el medio de cultivo sobre la replicación de 
HCV en presencia de R. La presencia de Gua 200 µM sin R causó una disminución de la 
producción de progenie infecciosa de HCV y de RNA viral intracelular de 10 a 100 veces hasta 
el pase 5, y una posterior recuperación entre los pases 6 al 10 (Fig. 5.1.5.1). La adición de Gua 
anuló parcialmente la inhibición ejercida por R 50 µM, pero fue mínima la compensación 
ejercida sobre R 100 µM. Para las dos concentraciones de R utilizadas, la presencia de Gua 
retrasó la extinción de HCV mediada por la droga (Fig. 5.1.5.1).  
La adición de Gua causó solamente una ligera reducción de la complejidad del espectro 
de mutantes asociada a la presencia de R (Tabla 5.1.5.1). La diversidad nucleotídica y la relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] disminuyeron un máximo de 1,7 veces, en presencia de 
Gua y R. La relación [(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] en presencia de R 100 μM + Gua 
siguió siendo mucho mayor que en la condición control y muy similar a la de R 100 μM. Por 
tanto, a pesar de la compensación del efecto mutagénico de la R por parte de Gua, los 
resultados obtenidos en presencia de R y Gua también indican actividad mutagénica de R sobre 








Figura 5.1.5.1.  Efecto de la ribavirina y la guanosina sobre la producción de progenie 
infecciosa y RNA viral intracelular. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una MOI de 0,1-
0,2 TCID50/célula, en ausencia o presencia de las concentraciones de R y Gua que se indican en el cuadro superior. 
Se llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control negativo). Se usó la progenie de cada infección 
para infectar células en un nuevo pase (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se determinó la infectividad en el 
sobrenadante de los cultivos celulares (paneles superiores), y se midió el RNA viral intracelular por RT-PCR 
cuantitativa (paneles inferiores) (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y Métodos).  La línea discontinua paralela al eje 
de abscisas indica el límite de detección de la infectividad y del RNA viral intracelular. En el cuadro inferior se 
muestran las bandas de amplificación de 539 pb generadas por una RT-PCR altamente sensible en la que se usa 
como molde RNA viral intracelular de los pases indicados, los signos + y - indican presencia o ausencia de banda de 















































































2 2 2 2
32 2 32 2 2 2
2 2 2 2
32 2 3
2 2 2 2






















































Tabla 5.1.5.1. Análisis de las cuasiespecies de poblaciones de HCVp0 pasadas en ausencia o 












π . 103 (95 % IC) 
0 0 29,704 (22/18) 7,7 x 10-4 1,16 (0,93-1,51) 
0 200 30,493 (24/17) 8,5 x 10-4 1,36 (1,09-1,68) 
50 0 23,766 (17/17) 1,4 x 10-3 1,54 (1,16-2,11) 
50 200 35,979 (27/17) 9,2 x 10-4 1,39 (1,17-1,72) 
100 0 21,396 (20/20) 2,0 x 10-3 2,43 (1,99-3,44) 
100 200 38,125 (28/26) 1,7 x 10-3 2,36 (2,04-2,79) 
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.5.1. La numeración de los 
residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). La región 
genómica analizada es la del gen NS5A.  
b El paréntesis indica el número de clones analizados y de haplotipos encontrados (número de secuencias distintas 
de RNA en la población). Algunos clones analizados no se secuenciaron completamente. 
c La frecuencia de mutación mínima es el número de mutaciones distintas encontradas (las mutaciones repetidas se 
cuentan una sola vez) dividido por el número total de nucleótidos secuenciados para cada población (apartado 4.16 
de Materiales y Métodos). 






Figura 5.1.5.2. Matrices de tipos de mutaciones en el espectro de mutantes de poblaciones de 
HCV que han sido pasadas en ausencia o presencia de ribavirina y guanosina a baja MOI. Las 
mutaciones (de los nucleótidos escritos verticalmente a los escritos horizontalmente) se contabilizan en los clones 
individuales analizados en cada población respecto a su secuencia consenso (que no varía respecto a la del aislado 
JFH-1). Se representan en rojo las transiciones que aumentan como consecuencia del tratamiento con R. La relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] está indicada en el recuadro debajo de cada matriz. Las poblaciones analizadas 

























































































































Dado que tanto R como Gua alteran los niveles de nucleótidos intracelulares se midió 
la cantidad de GTP y RTP en las células Huh-7.5 reporter después del tratamiento con R 50 y 
R 100 µM a las 8 y 72 horas tras la adición de R.  Los resultados (Fig. 5.1.5.3) muestran una 
reducción de la concentración intracelular de GTP de 3,0 a 8,5 veces que es estadísticamente 
significativa (p<0,0001 en todos los casos, t-test). La RTP alcanzó niveles máximos de 0,07 
Fmol/célula a las 72 horas del tratamiento con R 100 µM.  
 
Figura 5.1.5.3. Nivel intracelular de GTP 
y RTP en células Huh-7.5 reporter tras 8 
o 72 horas de exposición a la ribavirina. 
Se realizaron 6 determinaciones por condición. Se 
representan los promedios y las desviaciones 
estándar en cada caso para cada uno de los tiempos 
analizados. Los procedimientos se describen en el 





Al contrario de lo observado sobre el GTP, la concentración del resto de nucleótidos 
aumentó como resultado del tratamiento con R (4,2 veces el UTP, 3,4 veces el CTP y 2,7 
veces el ATP) (Fig. 5.1.5.4). Contrariamente a lo esperado, la adición de Gua en las células 
Huh-7.5 reporter no restauró la bajada de GTP causada por la R, aunque el incremento del 
resto de nucleótidos se redujo parcialmente en presencia de Gua, lo cual puede estar 




Figura 5.1.5.4. Efecto de la guanosina y la ribavirina sobre el nivel de nucleótidos 
intracelulares en células Huh-7.5 reporter. Se representa la cantidad intracelular de los 4 nucleósidos-
trifosfato tras 72 horas de exposición (izquierda) y la variación de cada nucleósido-trifosfato respecto al control 
(derecha).  Se realizaron 6 determinaciones por condición. Nótese que la máxima disminución posible es 100%.  Los 




























































5.1.6. Efecto del ácido micofenólico sobre la producción de progenie viral y 
RNA viral intracelular. Alteración de los niveles de nucleótidos 
intracelulares en células Huh-7.5 reporter. 
 
En vista de estos resultados, fue interesante examinar el efecto del MPA sobre la 
producción de progenie y la complejidad de los espectros de mutantes de poblaciones de 
HCV. MPA es un inhibidor de la IMPDH que al contrario de lo que ocurre con la RTP no 
puede ser incorporado al RNA (Franklin & Cook, 1969; Lee et al, 1985; Lowe et al, 1977; 
Sintchak et al, 1996). El MPA permite analizar si la bajada del nivel intracelular de GTP afecta a 
la producción de progenie viral infecciosa, así como evaluar la actividad mutagénica que podría 
causar estar bajada.  
 
En primer lugar se procedió a analizar el efecto citotóxico e inhibitorio del MPA. Para 
conocer el efecto citotóxico del MPA se determinó la concentración que reduce la viabilidad 
celular al 50% (CC50). Para ello células Huh-7.5 reporter se incubaron con concentraciones 
crecientes de MPA (0 a 100 µM) y se determinó la viabilidad de las células 72 horas después 
del tratamiento. El MPA no resultó ser tóxico para las células en las concentraciones testadas 
por lo que no se pudo calcular un valor de CC50 (Fig. 5.1.6.1). Paralelamente, para cuantificar la 
inhibición de la producción de progenie infecciosa de HCV (IC50) se infectaron células Huh-7.5 
reporter con HCVp0 a una MOI de 0,2-0,5 TCID50/célula en presencia de concentraciones 
crecientes de MPA y se midió la producción de progenie infecciosa.  El valor de IC50 se 
muestra en la Fig. 5.1.6.1. A partir de los datos de CC50 e IC50 se calculó el índice terapéutico 
(TI = CC50/IC50) para MPA, obteniéndose un valor de TI >212,8. Este valor indica una buena 





Figura 5.1.6.1. Cuantificación de la toxicidad para las células Huh-7.5 reporter y de la 
inhibición de la producción de progenie infecciosa de HCV por ácido micofenólico. Las 












































cabo por triplicado y se dan los valores de las desviaciones estándar.  Las condiciones experimentales se describen 
en el apartado 4.4, 4.5 y 4.6 de Materiales y Métodos. 
 
 
Se realizaron pases seriados de HCV en presencia de MPA y en ausencia o presencia 
de Gua. El MPA causó una fuerte inhibición de la producción de progenie de HCV que acabó 
con la extinción del virus según los criterios estándar de extinción previamente descritos (Fig. 
5.1.6.2). La pérdida de infectividad en el sobrenadante fue previa a la de RNA viral intracelular, 
de forma similar a lo observado con R. Sin embargo, la inhibición causada por el MPA fue 
revertida casi completamente por Gua, un hecho que no fue observado previamente en otros 
estudios en los cuales se usan otras células de hepatoma y replicones de HCV (Henry et al, 
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Figura 5.1.6.2.  Efecto del ácido micofenólico y la guanosina sobre la producción de progenie 
infecciosa y RNA viral intracelular en infecciones de HCV. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con 
HCVp0 a una MOI de 0,1-0,2 TCID50/célula, en ausencia o presencia de las concentraciones de MPA y Gua que se 
indican en el cuadro superior. Se llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control negativo). Se usó 
la progenie de cada infección para infectar células en un nuevo pase (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se 
determinó la infectividad en el sobrenadante de los cultivos celulares (paneles superiores), y se midió el RNA viral 
intracelular por RT-PCR cuantitativa (paneles inferiores) (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y Métodos).  La línea 
discontinua paralela al eje de abscisas indica el límite de detección de la infectividad y del RNA viral intracelular. Los 
experimentos de pases sin droga o en presencia de Gua son los mismos que los descritos en la Fig. 5.1.5.1 y se 
incluyen aquí para favorecer las comparaciones. En el cuadro inferior se muestran las bandas de amplificación de 
539 pb generadas por una RT-PCR altamente sensible en la que se usa como molde RNA viral intracelular de los 




Se analizaron los niveles de nucleótidos intracelulares en células Huh-7.5 reporter 
tratadas con MPA y Gua. La bajada de GTP producida por el MPA fue comparable a la 
producida por R y en este caso tampoco se compensó la bajada de GTP por la adición de Gua. 
La Gua compensó ligeramente el aumento de concentración de los otros nucleótidos estándar 




Figura 5.1.6.3. Efecto de la guanosina y el ácido micofenólico sobre el nivel de nucleótidos 
intracelulares en células Huh-7.5 reporter. Se representa la cantidad intracelular de los 4 nucleósidos-
trifosfato tras 72 horas de exposición (izquierda) y la variación de cada nucleósido-trifosfato respecto al control 
(derecha).  Se realizaron 6 determinaciones por condición. Los datos de nucleótidos de las condiciones sin droga o 
en presencia de Gua son los mismos que los descritos en la Fig. 5.1.5.4 y se incluyen aquí para favorecer las 
comparaciones. Nótese que la máxima disminución posible es 100%.  Los procedimientos se describen en el 
apartado 4.17 de Materiales y Métodos. 
 
 
Tras pases seriados en presencia de MPA el aumento de complejidad del espectro de 
mutantes y la variación del sesgo mutacional no fueron estadísticamente significativos (Fig. 
5.1.6.4, Tabla 5.1.6.1 y Anexo 4). Los resultados sugieren que la bajada de GTP contribuye a la 
inhibición de la producción de progenie de HCV aunque no implica una actividad mutagénica 
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Tabla 5.1.6.1. Análisis de las cuasiespecies de poblaciones de HCVp0 pasadas en ausencia o 












π . 103 (95 % IC) 
0 0 29,704 (22/18) 7,7 x 10-4 1,16 (0,93-1,51) 
0 200 30,493 (24/17) 8,5 x 10-4 1,36 (1,09-1,68) 
5 0 27,214 (23/15) 9,6 x 10-4 1,11 (0,81-1,67) 
5 200 23,766 (17/12) 1,1 x 10-3 1,57 (0,90-2,45) 
 
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.1.6.1. La numeración de los 
residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). La región 
genómica analizada es la del gen NS5A.  
b El paréntesis indica el número de clones analizados y de haplotipos encontrados (número de secuencias distintas 
de RNA en la población). Algunos clones analizados no se secuenciaron completamente. 
c La frecuencia de mutación mínima es el número de mutaciones distintas encontradas (las mutaciones repetidas se 
cuentan una sola vez) dividido por el número total de nucleótidos secuenciados para cada población (apartado 4.16 
de Materiales y Métodos). 










Figura 5.1.6.4. Matrices de tipos de 
mutaciones en el espectro de mutantes 
de poblaciones de HCV que han sido 
pasadas en ausencia o presencia de 
ácido micofenólico y guanosina a baja 
MOI. Las mutaciones (de los nucleótidos 
escritos verticalmente a los escritos 
horizontalmente) se contabilizan en los clones 
individuales analizados en cada población 
respecto a su secuencia consenso (que no varía 
respecto a la del aislado JFH-1). La relación 
[(G→A)+(C→U)]/[(A→G)+(U→C)] está 
indicada en el recuadro debajo de cada matriz. 
Las poblaciones analizadas son las del pase 3 de 






5.1.7. Efecto de la ribavirina y el ácido micofenólico sobre la infectividad 
específica y la secuencia consenso del genoma del virus de la hepatitis C. 
 
La mutagénesis letal de virus se caracteriza por disminuciones de la infectividad 
específica (la infectividad dividida por la cantidad de RNA viral extracelular) y la invariabilidad 
de la secuencia consenso del genoma vírico (Crotty et al, 2001; Domingo et al, 2012; 
































































González-López et al, 2005; Grande-Pérez et al, 2005a; Grande-Pérez et al, 2005b; Moreno et 
al, 2012). En el caso de HCV, la extinción mediada por R se produjo con una bajada de la 
infectividad específica de 5 a 23 veces (Fig. 5.1.7). Por el contrario, no se observaron 
variaciones en la infectividad específica causadas por el MPA (Fig. 5.1.7). En ambos casos la 
secuencia consenso permaneció constante. Por lo tanto, la extinción de HCV mediada por R, 




Figura 5.1.7. Efecto de la ribavirina y el ácido micofenólico sobre la infectividad específica de 
HCV. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 utilizando una MOI inicial de 0.1-0.2 TCID50/célula, en 
ausencia o presencia de R (paneles de arriba) o de MPA (paneles de abajo) a las concentraciones indicadas. Se llevó 
en paralelo una infección con HCV GNN como control negativo. El experimento con R se corresponde con el de la 
Fig. 5.1.3.2 y con MPA con el de la Fig 5.1.6.1. Se midió el RNA viral extracelular por RT-PCR cuantitativa en 
diferentes pases (paneles izquierdos) y se calcularon las infectividades específicas (paneles derechos). La línea 
horizontal discontinua indica el límite de detección. Las diferencias estadísticamente significativas se indican con uno 
(p<0.001) o dos (p<0.0001) asteriscos (análisis de varianza de una sola vía tal como se detalla en el apartado 4.16 de 
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5.1.8. Ensayos bioquímicos de fidelidad y reconocimiento de ribavirina. 
 
Los datos anteriores muestran que R ejerce una actividad mutagénica sobre HCV. A 
continuación, nos pareció interesante evaluar la incorporación de R por la polimerasa vírica 
utilizando ensayos bioquímicos. Estos experimentos se realizaron durante una estancia breve 
en el laboratorio del Dr. Matthias Götte en la Universidad de McGill (Canadá). Los ensayos se 
detallan en el apartado 4.18 de Materiales y métodos. 
 
Se utilizaron dos polimerasas de distinto genotipo de HCV, las de los aislados Con1 
(genotipo 1b) y JFH-1 (genotipo 2a).  Primeramente, y como ensayo preliminar para testar la 
actividad de las polimerasas NS5B, se realizaron ensayos de incorporación de UMP y CMP 
frente a G. Este ensayo además, nos permitió comparar si alguna de las polimerasas era más 
favorable a la formación del desapareamiento U:G. Resultados previos en el laboratorio del 
Dr. Götte demostraron que la frecuencia del desapareamiento U:G era muy alta en ensayos 
bioquímicos utilizando la polimerasa del genotipo 1b (Powdrill et al, 2011). Los resultados 
obtenidos muestran una mayor incorporación de UMP frente a G por parte de la polimerasa 
del genotipo 1b, aunque la incorporación de CMP (nucleótido correcto) también fue mayor en 
este caso (Fig. 5.1.8.1).  
 
Con el fin de evaluar la incorporación de la R se realizó un ensayo de incorporación de 
RMP frente a C y se observó una incorporación del análogo de nucleótido muy parecida en las 
dos polimerasas ensayadas, siendo ligeramente mayor la incorporación por parte de la 
polimerasa del genotipo 1b. Cuando RMP es incorporada en la posición 16 (frente a C) de la 
hebra naciente no actúa como terminador de cadena, ya que la cadena llega a elongarse hasta 
la posición 20 cuando la cantidad de RTP en el medio es alta y para ello es necesario que R 
también se incorpore frente a U en la posición 17 (Figura 5.1.8.2). Estos datos concuerdan con 
los de trabajos anteriores en los cuales se observa la incorporación de RMP frente a U y C por 
parte de la polimerasa del genotipo 1b, aunque menos eficientemente que la del nucleótido 
correcto, A o G, respectivamente. Además, en ellos también se determina que in vitro la RMP 
no actúa como terminador de cadena, sino que tras su incorporación puede continuar 
sintetizándose la nueva hebra de RNA (Maag et al, 2001; Vo et al, 2003). Por tanto, los 
resultados obtenidos en ensayos bioquímicos son compatibles con una actividad mutagénica de 










Figura 5.1.8.1. Incorporación de CMP y UMP en el molde T20C16 por las polimerasas NS5B 
de HCV de genotipo 1b y 2a. Análisis electroforético de los productos que resultan de la incorporación de 
CMP o UMP en el molde T20C16 (en cuadro superior) por las polimerasas indicadas. El tamaño de 15 nt hace 
referencia al RNA elongado usando AMP y GMP como únicos sustratos, y los de 16 y 20 nt la posición del RNA 
elongado usando, además, CMP o UMP. Los datos están basados en las medidas densitométricas de las bandas 






























Figura 5.1.8.2. Incorporación de GMP y RMP en el molde T20G16 por las polimerasas NS5B 
de HCV de genotipo 1b y 2a. Análisis electroforético de los productos que resultan de la incorporación de 
GMP o RMP en el molde T20G16 (en cuadro superior) por las polimerasas indicadas. El tamaño de 15 nt indica la 
posición del  RNA elongado usando UMP y CMP como únicos sustratos, y los de 16 y 20 nt la posición del RNA 
elongado usando, además, GMP o RMP. Los datos están basados en las medidas densitométricas de las bandas 
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5.2. Acción antiviral de la guanosina sobre el virus de la 
hepatitis C. 
 
 La guanosina compensa la inhibición del MPA sobre HCV (Fig. 5.1.6.1), parcialmente la 
inhibición causada por R y los incrementos de los niveles intracelulares de nucleótidos debidos 
al tratamiento con R y MPA (Fig. 5.1.5.1, 5.1.5.4, 5.1.6.2 y 5.1.6.3).  En el transcurso de estos 
experimentos se observó que Gua producía una inhibición tanto de la producción de HCV 
infeccioso como en los niveles de RNA viral intracelular (valores consistentemente inferiores a 
las de los pases control en las Figuras 5.1.5.1 y 5.1.6.2). Experimentos adicionales mostraron 
que concentraciones más elevadas de Gua inhibían la producción de HCV infeccioso, por lo 
que se cuantificó la acción inhibitoria de Gua y se comparó con la de los otros nucleósidos 
estándar.  
 
5.2.1. Concentración citotóxica 50 (CC50) de guanosina, adenosina, citidina y 
uridina para células Huh-7.5 reporter. 
 
Para estudiar un posible efecto citotóxico de la guanosina y otros nucleósidos sobre 
las células Huh-7.5 reporter se determinaron las concentraciones que reducen la viabilidad 
celular al 50% (CC50). Para ello las células se incubaron con concentraciones crecientes de 
Gua, adenosina (Ade), citidina (Cit) y uridina (Uri) (de 0 a 800 µM en todos los casos) y se 
determinó su viabilidad 72 horas después de cada tratamiento. Sólo la adenosina mostró 
citotoxicidad medible con una CC50 = 641±40 µM (Fig. 5.2.1). Los restantes nucleósidos, 
incluyendo la Gua, no mostraron toxicidad para las células Huh-7.5 en el rango de 
concentraciones ensayadas (Fig. 5.2.1). 
 
5.2.2. Concentración inhibitoria 50 (IC50) de guanosina, adenosina, citidina y 
uridina para el virus de la hepatitis C. 
 
Para cuantificar la inhibición de la producción de progenie infecciosa de HCV (IC50) se 
infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una MOI de 0,05-0,1 TCID50/célula en 
presencia de concentraciones crecientes de los 4 nucleósidos y se midió la producción de 
progenie infecciosa. 
Se observó inhibición por la guanosina y la adenosina, con IC50 de 164±2,4 µM y 108±7 
µM, respectivamente, pero no por la citidina y la uridina (Fig. 5.2.2). Asumiendo que Gua y Ade 
pudieran ser considerados agentes antivirales los índices terapéuticos (TI = CC50/IC50) para 











Figura 5.2.1. Cuantificación de la toxicidad para las células Huh-7.5 reporter de guanosina, 
adenosina, citidina y uridina. Las determinaciones de la concentración citotóxica 50 (CC50) se llevaron a 
cabo por triplicado y se dan los valores de las desviaciones estándar. Las condiciones experimentales se describen 






























































































Figura 5.2.2. Cuantificación de la inhibición sobre la producción de progenie infecciosa de 
HCV por guanosina, adenosina, citidina y uridina. Las determinaciones de la concentración inhibitoria 
50 (IC50) se llevaron a cabo por triplicado y se dan los valores de las desviaciones estándar. Las condiciones 

















































































5.2.3. Efecto de la guanosina sobre el virus de la hepatitis C y sobre el nivel 
intracelular de nucleótidos. 
 
El virus HCVp0 se sometió a 5 pases seriados en células Huh-7.5 reporter, usando una 
MOI inicial de 0,05 TCID50/célula, tanto en ausencia como en presencia de Gua 500 µM y 800 
µM. Los resultados muestran una bajada consistente de la infectividad y del RNA viral 
intracelular como resultado del tratamiento con Gua (Fig. 5.2.3.1). Se llevaron a cabo 4 réplicas 




Figura 5.2.3.1. Efecto de la guanosina sobre la producción de progenie infecciosa y RNA viral 
intracelular de HCV. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una MOI inicial de 0,05 
TCID50/célula, en ausencia o presencia de Gua 500 µM u 800 µM (indicado en los cuadros superiores) (4 réplicas 
biológicas en cada caso nombradas A, B, C y D). Se llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control 
negativo). Se usó la progenie de cada infección para infectar células en el siguiente pase del virus (apartado 4.6.2 de 
Materiales y Métodos). Se determino la infectividad en el sobrenadante de los cultivos celulares (paneles 
superiores), y se midió el RNA viral intracelular por RT-PCR cuantitativa (paneles inferiores) (apartados 4.6.3 y 4.12 
de Materiales y Métodos). La línea discontinua paralela al eje de abscisas indica el límite de detección de la 

































































































































En presencia de 500 µM Gua se observó un descenso de la infectividad y del RNA viral 
intracelular, aunque sólo en una de las cuatro réplicas se alcanzaron títulos por debajo del 
límite de detección (Fig. 5.2.3.1). En presencia de 800 µM Gua la infectividad y el RNA viral 
intracelular pasaron a ser indetectables entre los pases 2 y 4 en todas las réplicas realizadas. 
Las diferencias de producción de progenie viral entre las poblaciones control y tratadas con 
Gua 500 u 800 μM fueron estadísticamente significativas (p<0.0001 en ambos casos; según 
ANOVA de dos vías tal como se detalla en el apartado 4.16 de Materiales y Métodos). El 
descenso de la infectividad en el sobrenadante de los cultivos celulares precedió al descenso 
del RNA viral intracelular. 
 
Para investigar si la inhibición por Gua podría relacionarse con alteraciones en las 
concentraciones intracelulares de nucleótidos, se determinó el efecto de Gua sobre el nivel de 
NTPs y NDPs en las células Huh-7.5 reporter 72 horas después del tratamiento (sin Gua o 
con Gua 500 µM u 800 µM). Los resultados (Fig. 5.2.3.2) muestran incrementos del 17%, 25%, 
46% y 42% de UTP, CTP, ATP y GTP, y del 133%, 94%, 381%, y 140% de UDP, CDP, ADP y 
GDP, respectivamente, cuando se trató con Gua 500 µM. Los incrementos producidos por 
Gua 800 µM fueron del 103%, 115%, 121% y 115% de UTP, CTP, ATP y GTP, y 279%, 200%, 
762%, y 660% de UDP, CDP, ADP y GDP, respectivamente. Es decir, la presencia de Gua en el 
medio de cultivo aumentó los niveles de nucleótidos intracelulares de un modo dependiente 
de dosis. El aumento fue particularmente significativo para ADP y GDP cuando las células se 
tratan con Gua 800 μM (Fig. 5.2.3.2). Ello se traduce en un gran incremento de las purinas 
respecto a las pirimidinas y en un descenso general de las relaciones NTP/NDP, 
particularmente importante en el caso de ATP/ADP que sufrió un descenso de 3,3 y 3,9 veces 
en las células tratadas con Gua 500 y 800 µM, respectivamente. Las alteraciones de esta 
relación podrían afectar al metabolismo celular y al ciclo replicativo del HCV (Ando et al, 
2012; Mankouri et al, 2010) y ello podría contribuir al efecto inhibitorio de la Gua (apartado 
6.2 de Discusión). Por otra parte, un desbalance de los nucleótidos con bases pirimidínicas 
respecto a los de bases purínicas, similar a lo aquí observado, se ha visto que puede inducir la 














Figura 5.2.3.2. Efecto de la guanosina sobre el nivel de nucleótidos intracelulares en células 
Huh-7.5 reporter. Paneles superiores: Cantidad intracelular de los 4 nucleósidos-trifosfato tras 72 horas de 
exposición a las cantidades indicadas de Gua (izquierda). Variación de cada nucleósido-trifosfato respecto al control 
sin Gua (derecha). Paneles inferiores: Misma descripción que la correspondiente a los paneles superiores para la 
medida de nucleósidos-difosfato. Se realizaron 6 determinaciones por condición. En el cuadro inferior se indica la 
relación de concentraciones de trifosfato a difosfato para cada uno de los nucleótidos. Los valores se calcularon 
dividiendo el promedio de Fmol/célula del nucleósido-trifosfato por el promedio de Fmol/célula del nucleósido-
difosfato correspondiente a cada uno de los tratamientos. Los procedimientos se describen en el apartado 4.17 de 
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5.2.4. Efecto de otros nucleósidos sobre el virus de la hepatitis C y sobre el 
nivel intracelular de nucleótidos. 
 
Para determinar si otros nucleósidos estándar también inhibían la producción de HCV, 
HCVp0 fue sometido a 5 pases seriados en células Huh-7.5 reporter, usando una MOI inicial 
de 0,05 TCID50/célula, tanto en ausencia como en presencia de Ade, Cit y Uri a 
concentraciones de 500 µM y 800 µM. Los resultados no mostraron bajada de infectividad ni 
de RNA viral intracelular de HCV a lo largo de los pases (Fig. 5.2.4.1). Paralelamente, se 
determinó el efecto del tratamiento con Ade, Cit, Uri y Gua 500 µM sobre el nivel intracelular 
de nucleótidos. Para ello se midieron las cantidades de NTPs y NDPs en células Huh-7.5 




Figura 5.2.4.1. Efecto de concentraciones altas de adenosina, citidina y uridina sobre el virus 
de la hepatitis C. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una MOI inicial de 0,05 TCID50/célula, en 
ausencia o presencia de 500 µM u 800 µM de Ade, Cit y Uri, tal y como se indica en los cuadros superiores. Se 
llevaron a cabo infecciones con HCV GNN en paralelo (control negativo). Se usó la progenie de cada infección para 
infectar células en el siguiente pase del virus (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos.) Se determinó la infectividad 
en el sobrenadante de los cultivos celulares (paneles superiores), y se midió el RNA viral intracelular por RT-PCR 
cuantitativa (paneles inferiores) (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y Métodos). La línea discontinua paralela al eje 


































































































































Figura 5.2.4.2. Efecto de adenosina, guanosina, citidina y uridina sobre el nivel de nucleótidos 
intracelulares en células Huh-7.5 reporter. Paneles superiores: Cantidad intracelular de los 4 
nucleósidos-trifosfato tras 72 horas de exposición a los nucleósidos (izquierda). Variación de cada nucleósido-
trifosfato respecto al control sin nucleósido (derecha). Paneles inferiores: Misma descripción que la correspondiente 
a los paneles superiores para la medida de nucleósidos-difosfato. Se realizaron 6 determinaciones por condición. 
Los resultados de sin nucleósido y Gua 500 μM son los mostrados anteriormente en el apartado 5.2.3. No fue 
posible determinar el valor de CDP tras el tratamiento con Ade 500 µM por encontrarse por debajo del límite de 
detección del HPLC.  Nótese que la máxima disminución posible es 100%.  En el cuadro inferior se indica la relación 
de concentraciones de trifosfato a difosfato para cada uno de los nucleótidos. Los valores se calcularon dividiendo 
el promedio de Fmol/célula del nucleósido-trifosfato por el promedio de Fmol/célula del nucleósido-difosfato 
correspondiente a cada uno de los tratamientos. El ratio CTP/CDP no se pudo determinar para el tratamiento de 
Ade 500 µM, ya que el valor de CDP en ese caso se encontraba por debajo del límite de detección del HPLC (N.C. 
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La observación de los datos a nivel global muestran principalmente incrementos de los 
nucleótidos (tanto dí- como trifosfato) con bases purínicas en respuesta al tratamiento con 
Ade y Gua e incrementos mayores de los nucleótidos con bases pirimidínicas tras el 
tratamiento con Uri y Cit. Sin embargo, los incrementos provocados por Gua producen una 
mayor diferencia entre niveles de nucleótidos con bases purínicas y pirimidínicas en 
comparación con los generados por Ade. El tratamiento con Gua fue el único que produjo un 
descenso general de todas las relaciones NTP/NDP, siendo especialmente importante la bajada 
de 3,3 veces de la relación ATP/ADP, que disminuyó de forma mucho más atenuada tras la 
exposición a los otros nucleósidos (Fig. 5.2.4.2). Estos resultados refuerzan la idea de que los 
balances entre nucleótidos con bases purínicas y pirimidínicas y las relaciones NTP/NDP, y no 
solo la variación en valores absolutos de cada uno de los nucleótidos, pueden ser puntos 
críticos para que un desbalance de nucleótidos ejerza una acción antiviral. 
 
 
5.2.5. Complejidad del espectro de mutantes en poblaciones del virus de la 
hepatitis C pasadas en ausencia o presencia de guanosina. 
 
Para determinar si el descenso de infectividad producido por Gua está asociado a 
alguna actividad mutagénica sobre el virus se comparó la complejidad de los espectros de 
mutantes de poblaciones pasadas en presencia o ausencia de Gua. La región genómica 
analizada comprende los últimos 49 nucleótidos del gen NS4B y los primeros 490 nucleótidos 
del gen NS5A. Las poblaciones pasadas tres veces en presencia de Gua experimentaron un 
aumento significativo de la frecuencia de mutación máxima (de 2,7 veces con 500 µM de Gua, y 
de 1,9 veces con 800 µM de Gua) respecto a la población pasada en ausencia de Gua 
(p<0.0001 y p<0.01; test χ2). Sin embargo, los aumentos de frecuencia de mutación mínima y 












Tabla 5.2.5.1. Análisis de las cuasiespecies de poblaciones de HCVp0 pasadas en ausencia o 

























0 28208 (53) 21 8,2 x 10-4 8,9 x 10-4 23 25 0,5 
500 33339 (64) 34 1,4 x 10-3 2,4 x 10-3 45 79 0,7 
800 35606 (68) 30 9,0 x10-4 1,7 x10-3 32 59 0,6 
 
a Las poblaciones analizadas se corresponden con el pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.2.3.1. Se 
analizaron los nucleótidos 6220-6758. La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la 
del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639).  
b Los haplotipos son el número de secuencias distintas de RNA en la población. 
c La frecuencia de mutación mínima es el número de mutaciones distintas encontradas (las mutaciones repetidas se 
cuentan una sola vez) dividido por el número total de nucleótidos secuenciados para cada población. Se han tenido 
en cuenta todas las mutaciones, incluidas deleciones e inserciones consideradas como mutaciones puntuales 
(apartado 4.16 de Materiales y Métodos). 
d La frecuencia de mutación máxima es el número total de mutaciones encontradas dividido por el total de 
nucleótidos secuenciados en cada población. Se han tenido en cuenta todas las mutaciones incluidas deleciones e 
inserciones consideradas como mutaciones puntuales (apartado 4.16. de Materiales y Métodos). 
e La entropía normalizada de Shannon se calcula como Sn = -[Σ i (pi x lnpi)] / ln N , donde pi es la frecuencia de 




A pesar del aumento en número de mutaciones (Tabla 5.2.5.1), Gua no incrementó la 
proporción [(G→A)+(A→G)] respectó al número total de mutaciones, que son las 
mutaciones que se esperarían encontrar por incorporación de G en lugar de A debido a un 





Figura 5.2.5.1. Matrices de tipos de mutaciones en el espectro de mutantes de poblaciones de 
HCV que han sido pasadas en ausencia o presencia de guanosina. Las mutaciones (de los nucleótidos 
escritos verticalmente a los escritos horizontalmente) se contabilizan en los clones individuales analizados en cada 
población respecto a su secuencia consenso (que no varía respecto a la del aislado JFH-1). La relación 
[(G→A)+(A→G)]/Mutaciones totales] está indicada en el recuadro debajo de cada matriz. Las poblaciones 
analizadas son las del pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.2.3.1. 
 
 












































El cambio más notable fue que la replicación en presencia de Gua aumentó 
significativamente el número de deleciones e inserciones en el espectro de mutantes. Se 
observaron 10 deleciones y 2 inserciones distintas en la población tratada con Gua 500 µM y 5 
deleciones distintas en la población tratada con 800 µM de Gua, mientras que no se observó 
ninguna deleción o inserción en la población pasada en paralelo en ausencia de Gua (Tabla 
5.2.5.2). Este incremento es inusual, ya que de todas las poblaciones cuyos espectros de 
mutantes han sido analizados en esta Tesis Doctoral (apartados 5.1 y 5.2) solo en un clon se 
observó una deleción de dos nucleótidos en el gen E2 (Figura 5.1.4.1 y Tabla 5.1.4.2). En la 
población tratada con Gua 500 µM se analizaron 64 clones, de los cuales 11 presentaron 
deleciones y 2 inserciones. En la población tratada con Gua 800 µM se analizaron 68 clones de 
los cuales 20 presentaron alguna deleción. El porcentaje de clones con una o más deleciones es 
del 17% y 29% en las poblaciones tratadas con 500 µM y 800 µM de Gua, respectivamente, y 
de 0% en la población control. Estas diferencias son estadísticamente significativas (p<0.01 y 
p<0.0001; test χ2). Solamente se observaron inserciones en la población pasada en presencia 
de Gua 500 μM. Ello corresponde al 3% de las secuencias analizadas, lo que no representa una 
diferencia significativa respecto a la población control. Ninguna de las deleciones e inserciones 
encontradas se encontraban en fase y todas generaron un codón de STOP prematuro. 
Las mutaciones observadas (puntuales, deleciones e inserciones), las sustituciones de 
aminoácido y su probabilidad según la matriz de sustitución PAM 250 (Feng et al, 1978) se 
enumeran en la Tabla 5.2.5.2 y en las Figuras 5.2.5.2, 5.2.5.3 y 5.2.5.4.  
 
La conclusión de estos análisis es que el exceso de Gua presente en el medio de 
cultivo durante la replicación de HCV modifica las concentraciones absolutas y relativas de 
NTPs y NDPs intracelulares y aumenta la frecuencia de mutación del virus, con un aumento 
notable de la frecuencia de las deleciones. No sabemos si existe alguna relación entre las 
alteraciones en los niveles de nucleótidos y el incremento de mutaciones, uno de los puntos 
que estamos investigando en este momento. Aunque podría esperarse que el nivel de 
deleciones e inserciones fuese mayor en presencia de Gua 800 μM que Gua 500 μM, el 
resultado obtenido fue el contrario (comparar figuras 5.2.5.2, 5.2.5.3 y 5.2.5.4). La dinámica de 
cuasiespecies, con eliminación de los genomas con menor fitness (por presencia de deleciones) 
podría explicar esta aparente discrepancia observada a nivel mutacional con poblaciones de 






Tabla 5.2.5.2. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM250) en los espectros de mutantes 
de la región genómica comprendida entre el núcleotido 6220 al 6758. 
 
HCV p3 Sin Guaa HCV p3 Gua 500 µMa HCV p3 Gua 800 µMa 












A6220Uc - - A6220Delc - 1 nt - A6220Uc - - 
C6221Gc L246V 2 G6225Insc + 1 nt - A6220Delc - 1 nt - 
G6240Ac W252TOP -8 G6248Uc E255L -3 U6231Delc -1 nt - 
A6319G - - A6249Uc E255L -3 A6265Gc - - 
U6418C - - G6272A G2R -3 G6273A G2E 0 
C6454U - - Del 6278-6287 - 10 nt - A6319G - - 
A6464G N66D 2 G6279A W4STOP -8 U6323G F19V -1 
C6472A - - Del 6289-6292 - 4 nt - A6328G - - 
A6501G K78R 3 Del 6294-6296 - 3 nt - C6364U - - 
A6558G Q97R 1 Del 6298-6300 - 3 nt - U6382C - - 
G6559A - - A6301Ins + 1 nt - G6414A G49D 1 
A6570G K101R 3 U6312C I15T 0 A6422G I52V 4 
A6571G - - U6332C W22R -2 C6459G S64C 0 
A6578G T104A 1 G6334A W22STOP -8 A6502G - - 
G6600A W111STOP -8 G6365A G33S 1 A6522G Q85R 1 
C6609A A114E 0 G6406A - - A6536G I90V 4 
C6612U A115V 0 G6413A G49S 1 U6542C C92R -4 
C6633A T122K 0 A6452C N62H 2 G6559C Q97H -3 
G6637A - - A6452G N62D 2 C6564U A99V 0 
G6642A G125E 0 G6470A G68R -3 G6611C A115P 1 
U6647C Y127H 0 C6517U - - G6634A - - 
A6654G Y129C 0 G6555A G95D 1 G6641C G125R -3 
U6714A F149Y 7 G6559A - - U6644G S126A 1 
   A6582U N105I -2 U6647C Y127H 0 
   A6585G Y106C 0 A6684G K139R 3 
   A6587G K107E 0 A6686G I140V 4 
   G6637A - - G6748Del -1 nt - 
   G6646U - - U6749Del -1 nt - 
   U6647G Y127D -4 U6714C F149S -3 
   U6647C Y127H 0 U6735C V156A 0 
   Del 6659-6704 - 46 nts - C6753U A162V 0 
   C6669U T134I 0 C6757Del -1 nt - 
   U6679C - -    
   A6686G I140V 4    
   A6696U Q143L -2    
   U6703G - -    
   U6706C - -    
   A6709G - -    
   U6719C S151P 1    
   G6727A - -    
   A6744Del - 1 nt -    
   U6751Del - 1 nt -    
   Del 6753-6756 - 4 nt -    
   A6755U - -    
   C6757Del - 1 nt -    
Mutaciones 
distintas 
23  Mutaciones 
distintas 




(%)d 8 (38)  Sinónimas (%)




13 (62)  No Sinónimas 
(%)d 
20 (65)  No Sinónimas 
(%)d 
19 (70)  
STOP 2  STOP 2  STOP -  
Deleciones -  Deleciones 10  Deleciones 5  
Inserciones -  Inserciones 2  Inserciones -  
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a Las poblaciones analizadas corresponden al pase 3 de las infecciones descritas en la Figura 5.2.3.1. 
b La numeración de los residuos es la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). Los aminoácidos se representan según el 
código de una letra (explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-terminal al C-terminal. 
c Este superíndice indica las mutaciones en el gen NS4B, el resto de ellas se encuentra en el gen NS5A. 
d El porcentaje de mutaciones sinónimas y no sinónimas se calculó sin tener en cuenta deleciones, inserciones y cambios a codón de 
STOP. 







Figura 5.2.5.2. Deleciones observadas en el espectro de mutantes de poblaciones pasadas en 
presencia de 500 µM Gua. Las poblaciones analizadas corresponden al pase 3 de las replicas A, B y C descritas 
en la Figura 5.2.3.1. Se detectaron 10 deleciones distintas de 1 a 46 nt. Las deleciones 2, 3, 4 y 5 siempre aparecen 
de forma conjunta (por ello al sumar entre todas 20 nt se perdió el marco de lectura abierta). 
a Gen donde se localiza la mutación. 
b Se indica si se genera un codón de STOP prematuro y su posición. 
c Número de clones de la población que presentan cada deleción. 
 
 
JFH-1 ACU    AUA    ACC    AGC    CU A    CUC    AGA    AGA    CUC 
T  I  T  S  L  L  R  R  L 
Deleción 1 
6220 
ACU    AUA    ACC    AGC  CU          C T  CUC    AGA    AGA    CUC 
241   242   243   244   245   246   247   248   249 
JFH-1 UCC    GGA    UCC    UGG   …….    G AC    GUG    UGG    GAC 
S  G  S  W     D  V  W  D 
Deleción 2 
6278 
1    2    3    4        7    8    9    1 0 
JFH-1 CUC    CGC    GAC    GUG    U GG    G AC    UGG    GUU    UGC 




STOP, 6243 ntb 
2c 
Deleciones en HCVp3 Gua 500 µM 
NS5Aa 
STOP, 6315 ntb 
4c 
NS5Aa 
STOP, 6315 ntb 
4c 
NS5Aa 
STOP, 6315 ntb 
4c 
NS5Aa 




UCC    GGA    UCC    UGG   …….    G  AC    GUG    UGG    GAC !(6278-6287) (10 nt) 
JFH-1 UCC    UGG    CUC    CGC    GA C    GUG    UGG    GAC    UGG 
S  W  L  R  D  V  W  D  W 
Deleción 3 
6289 6292 
3    4    5    6    7    8    9   1 0    1 1 
UCC    UGG    CUC    CGC  GA     C    GUG    UGG    GAC    UGG !(6289-6292) (4 nt)
CUC    CGC    GAC    GUG U          U GG    G AC    UGG    GUU    UGC 
6296 
!(6294-6296) (3 nt) 
JFH-1 CGC    GAC    GUG    UGG    GA C    UG G    GUU    UGC    ACC 
R  D  V  W  D  W  V  C  T 
Deleción 5 
6294 6296 
CGC    GAC    GUG    UGG GA          GA C    UG G    GUU    UGC    ACC !(6298-6300) (3 nt) 
                  1 0  1 1  1 2  1 3 5   6 7   8   9 
6  7 8  9 1 0  1 1  1 2  1 3  1 4 
JFH-1 UCC    UAU    GUA    ACA    …….    U CU    CCA    GAG    UUU 
S  Y  V  T  …  S  P  E  F 
Deleción 6 
6659 
128   129   130   131        146   147   148   149 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
6704 
UCC    UAU    GUA    ACA    …….    U CU    CCA    GAG    UUU !(6659-6704) (46 nt) 
JFH-1 GGU    GUG    CAG    AUC    C A U    AGG    UUU    GCA    CCC 
G  V  Q  I  H  R  F  A  P 
Deleción 7 
6744 
155   156   157   158   159   160   161   162   163 
GGU    GUG    CAG    AUC C   C A U         U AGG    UUU    GCA    CCC !(6744) (1 nt) 
JFH-1 CAG    AUC    CAU    AGG    UU U    GCA    CCC    ACA    CCA 
Q  I  H  R  F  A  P  T  P 
Deleción 8 
157   158   159   160   161   162   163   164   165 
6751 
CAG    AUC    CAU    AGG UU           U U U    GCA    CCC    ACA    CCA !(6751) (1 nt) 
JFH-1 CAU    AGG    UUU    GCA    CC C    ACA    CCA    AAG    CCG 
H  R  F  A  P  T  P  K  P 
Deleción 10 
159   160   161   162   163   164   165   166   167 
6757 
CAU    AGG    UUU    GCA CC            C C C    ACA    CCA    AAG    CCG !(6757) (1 nt) 
JFH-1 CAU    AGG    UUU    G CA    CC C    ACA    CCA    AAG    CCG 
H  R  F  A  P  T  P  K  P 
Deleción 9 
159   160   161   162   163   164   165   166   167 
6753 6756 
CAU    AGG    UUU  G CA    CC        C  ACA    CCA    AAG    CCG !(6753-6756) (4 nt)
!(6220) (1 nt) 
 105	  
 
Figura 5.2.5.3. Inserciones observadas en el espectro de mutantes de poblaciones pasadas en 
presencia de 500 µM Gua. Las poblaciones analizadas corresponden al pase 3 de las replicas A, B y C descritas 
en la Figura 5.2.3.1. 
a Gen donde se localiza la mutación. 
b Se indica si se genera un codón de STOP prematuro y su posición. 




Figura 5.2.5.4. Deleciones observadas en el espectro de mutantes de poblaciones pasadas en 
presencia de 800 µM Gua. Las poblaciones analizadas corresponden al pase 3 de las replicas A, B y C descritas 
en la Figura 5.2.3.1.  
a Gen donde se localiza lugar la mutación. 
b Se indica si se genera un codón de STOP prematuro y su posición. 
c Número de clones de la población que presentan cada deleción. 
 
 
AGC    CUA    CUC    A               G    CAG    ACU   CCA 
JFH-1 AGC    CUA    CUC    AGC    AGA    CUC    CAC 
S  L  L  R  R  L  H 
Inserción 1 + G (6225, 1nt) 




STOP, 6246 ntb 
1c 
Inserciones en HCVp3 Gua 500 µM 
NS5Aa 
STOP, 6298 ntb 
1c 
GUG    UGG    GAC    UG                 GGU    UUG   CAC 
GUG    UGG    GAC    UGG    GUU    UGC    ACC 
V  W  D  W  V  C  T 
+ A (6301, 1nt) 
8   9 1 0   1 1 1 2   1 3 1 4 
JFH-1 ACU    AUA    ACC    AGC    CU A    CUC    AGA    AGA    CUC 
T  I  T  S  L  L  R  R  L 
Deleción 1 
6220 
ACU    AUA    ACC    AGC  CU      C T A    CUC    AGA    AGA    CUC !(6220) (1 nt) 
241   242   243   244   245   246   247   248   249 
JFH-1 CUA    CUC    AGA    AGA    C U C    CAC    AAU    UGG    AUA 
L  L  R  R  L  H  N  W  I 
Deleción 2 
6231 
245   246   247   248   249   250   251   252   253 
CUA    CUC    AGA    AGA C   C T C      C CAC    AAU    UGG    AUA !(6231) (1 nt) 
JFH-1 GUG    CAG    AUC    CAU    AG G    UUU    GCA    CCC    ACA 
V  Q  I  H  R  F  A  P  T 
Deleción 3 
156   157   158   159   160   161   162   163   164 
6748 
GUG    CAG    AUC    CAU AG      A G G    UUU    GCA    CCC    ACA 
JFH-1 CAG    AUC    CAU    AGG    U UU    GCA    CCC    ACA    CCA 
Q  I  H  R  F  A  P  T  P 
Deleción 4 
157   158   159   160   161   162   163   164   165 
6749 
CAG    AUC    CAU    AGG    U         UU  GCA    CCC    ACA    CCA 
JFH-1 CAU    AGG    UUU    GCA    CC C    ACA    CCA    AAG    CCG 
H  R  F  A  P  T  P  K  P 
Deleción 5 
159   160   161   162   163   164   165   166   167 
6757 
CAU    AGG    UUU    GCA   CC         C C      ACA    CCA    AAG    CCG 
NS4Ba 
STOP, 6243 ntb 
13c 
Deleciones en HCVp3 Gua 800 µM 
NS4Ba 
STOP, 6243 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
3c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
1c 
NS5Aa 
STOP, 6864 ntb 
2c 
!(6748) (1 nt) 
!(6749) (1 nt) 
!(6757) (1 nt)
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5.2.6. Efecto de la guanosina sobre la infectividad específica y la secuencia 
consenso del genoma del virus de la hepatitis C. 
 
La extinción mediada por mutagénesis letal en virus se caracteriza por disminuciones 
de la infectividad específica (la infectividad dividida por la cantidad de RNA viral extracelular) 
mientras se mantiene invariable la secuencia consenso (Crotty et al, 2001; González-López et 
al, 2005; Grande-Pérez et al, 2005a; Grande-Pérez et al, 2005b; Ortega-Prieto et al, 2013). 
Para investigar si la acción anti-HCV de Gua mostraba características de mutagénesis letal, se 
comparó la infectividad específica de HCV pasado en ausencia y presencia de Gua. La 
infectividad específica del virus pasado en presencia de Gua 800 µM disminuyó hasta valores no 
medibles a partir del pase 2. En cambio, en presencia de Gua 500 µM, la infectividad específica 
descendió en los primeros pases pero se recuperó en el pase 5 (Fig 5.2.6). En ambos casos la 
secuencia consenso de la región comprendida entre los nucleótidos 6220 al 6758 permaneció 
constante. Por lo tanto, la acción antiviral de HCV mediada por Gua, mostró características 




Figura 5.2.6. Efecto de la guanosina en la infectividad específica de HCV. Se infectaron células Huh-
7.5 reporter con HCVp0 a una MOI inicial de 0,05 TCID50/célula, en ausencia o presencia de Gua a las 
concentraciones indicadas en el cuadro superior. Se usó la infección con HCV GNN como control negativo. (A) 
RNA viral extracelular medido por RT-PCR cuantitativa en diferentes pases. Las poblaciones corresponden a las del 
experimento descrito en la Figura 5.2.3.1 y los valores en cada pase son el promedio de las réplicas A, B y C; se dan 
las desviaciones estándar. (B) Infectividades específicas calculadas con los valores de infectividad de las réplicas A, B 
y C de la Fig. 5.2.3.1 y las concentraciones de RNA indicadas en el panel izquierdo. La línea horizontal discontinua 
indica el límite de detección del RNA viral y la infectividad específica. Las diferencias estadísticamente significativas 
se indican con uno (p<0.05) o dos (p<0.002) asteriscos (t-test). Los procedimientos se describen en los apartados 











































































5.2.7. Efecto de la guanosina sobre una población del virus de la hepatitis C 
de alto fitness. 
 
El virus HCVp100 (HCVp0 pasado 100 veces en células Huh-7.5 reporter) obtenido en 
nuestro laboratorio (Perales et al, 2013), muestra un fitness relativo 2,2 veces superior al de la 
población parental HCVp0. Dado que en el laboratorio hemos obtenido evidencia de que el 
fitness de HCV puede modificar la respuesta del virus a agentes antivirales (Sheldon et al, 
2014), HCVp100 se usó para estudiar la respuesta de un HCV de alto fitness a Gua. Para ello, 
HCVp100 fue sometido a 5 pases seriados en células Huh-7.5 reporter usando una MOI inicial 
de 0,05 TCID50/célula, tanto en ausencia como en presencia de Gua 200, 500 y 800 µM. Se 
llevaron en paralelo 2 réplicas, A y B para cada una de las condiciones. Los resultados 
muestran una bajada de infectividad máxima de 15 y 736 veces a lo largo de los pases como 
resultado del tratamiento con Gua 500 y 800 µM, sin embargo no se observó perdida de 
infectividad a lo largo de los 5 pases, por tanto la infectividad se ve comprometida como 
ocurre también con HCVp0 (Fig 5.2.3.1). Al igual que se observa con otros agentes antivirales, 
existe una diferencia de sensibilidad a Gua entre ambos virus (Fig. 5.2.7). Las diferencias en 
producción de progenie a lo largo de los pases entre la población control y las tratadas con 
Gua (200, 500 y 800 μM) resultaron ser estadísticamente significativas, con valores de p<0,003 
en todos los casos (según ANOVA de dos vías tal como se detalla en el apartado 4.16 de 
Materiales y Métodos).  
 
Figura 5.2.7. Efecto de la 
guanosina sobre la producción 
de progenie infecciosa de 
HCVp100. Se infectaron células Huh-
7.5 reporter con HCVp100 a una MOI 
inicial de 0,05 TCID50/célula, en 
ausencia o presencia de Gua (2 réplicas 
biológicas por concentración de Gua 
denominadas A y B). Se llevaron a cabo 
también infecciones con HCV GNN en 
paralelo (control negativo). Se usó la 
progenie de cada infección para los 
siguientes pases del virus (apartado 
4.6.2 de Materiales y Métodos). Se 
determino la infectividad en los 
sobrenadantes de los cultivos celulares 
(apartado 4.6.3 de Materiales y 
Métodos). La línea discontinua paralela 
al eje de abscisas indica el límite de 




5.2.8. Efecto de la guanosina sobre otros virus RNA. 
 
Para determinar la especificidad de la acción antiviral ejercida por Gua sobre HCV y 



































mecanismos bioquímicos sobre la célula, se realizaron una serie de experimentos comparativos 
con otros virus RNA como VSV, FMDV y LCMV.  
 
5.2.8.1. Concentración citotóxica 50 (CC50) de los nucleósidos guanosina, adenosina,  
citidina y uridina para células BHK-21. 
 
 Se determinaron los valores de CC50 de Gua, Ade, Cit y Uri sobre las células BHK-21. 
Las células se incubaron con concentraciones crecientes de los nucleósidos (desde 0 a 800 
µM) y se determinó la viabilidad de las células 72 horas después del tratamiento. El valor de 
CC50 fue de > 800 µM para la Gua, Cit y Uri y de 391±58 µM para la Ade (Fig. 5.2.8.1).  
 
 
Figura 5.2.8.1. Cuantificación de la toxicidad para las células BHK-21 de guanosina, 
adenosina, citidina y uridina. Las determinaciones de la concentración citotóxica 50 (CC50) se llevaron a 
cabo por triplicado y se dan los valores de las desviaciones estándar. Las condiciones experimentales  se describen 
en el apartado 4.4 de Materiales y Métodos. 
 
 
5.2.8.2. Concentración inhibitoria 50 (IC50) de guanosina, adenosina, citidina y 
uridina sobre otros virus RNA. 
 
Para determinar los valores de IC50 de los nucleósidos estándar para otros virus RNA 
se infectaron células BHK-21 con VSV, FMDV y LCMV a una MOI inicial de 0,05 PFU/célula en 

















































































progenie infecciosa.  El valor de IC50 de Ade y Gua para VSV fue (650 ± 105,4 µM y 734 ± 59,4 
µM, respectivamente) y > 800 µM para Cit y Uri (Fig. 5.2.8.2.1). Todos los nucleósidos 
carecieron de carácter inhibitorio para FMDV en las concentraciones utilizadas en el 
experimento (hasta 800 µM), mientras que para LCMV se pudo calcular un valor de IC50 en 
todos los casos (Figs. 5.2.8.2.2 y 5.2.8.2.3). Para VSV se observó inhibición por Gua y Ade (IC50 






Figura 5.2.8.2.1. Cuantificación de la inhibición de la producción de progenie infecciosa de 
VSV por guanosina, adenosina, citidina y uridina.  Las determinaciones de la concentración inhibitoria 
50 (IC50) se llevaron a cabo por triplicado y se dan los valores de desviaciones estándar. Las condiciones 
























































































Figura 5.2.8.2.2. Cuantificación de la inhibición de la producción de progenie infecciosa de 
FMDV por guanosina, adenosina, citidina y uridina.  Las determinaciones de la concentración inhibitoria 
50 (IC50) se llevaron a cabo por triplicado y se dan los valores de desviaciones estándar. Las condiciones 






















































































Figura 5.2.8.2.3. Cuantificación de la inhibición de la producción de progenie infecciosa de 
LCMV por guanosina, adenosina, citidina y uridina.  Las determinaciones de la concentración inhibitoria 
50 (IC50) se llevaron a cabo por triplicado y se dan los valores de desviaciones estándar. Las condiciones 















































































5.2.8.3. Efecto de guanosina, adenosina, citidina y uridina sobre distintos virus RNA 
a lo largo de pases seriados. 
 
 
Como control adicional de la especificidad de la inhibición de HCV por Gua, se estudió 
la respuesta de otros virus al tratamiento con nucleósidos a lo largo de pases seriados. Este 
control permite analizar el efecto antiviral de los nucleósidos a largo plazo, ya que la obtención 
de un valor de IC50 en un solo pase del virus no significa que exista un efecto antiviral 
sostenido en el tiempo (como se puede observar con la Ade para HCV en las Figuras 5.2.2 y 
5.2.4.1). Para ello se infectaron células BHK-21 con VSV, FMDV y LCMV a una MOI inicial de 
0,05 PFU/célula y se sometieron a 3 pases tanto en ausencia como en presencia de los 
nucleósidos a una concentración de 800 µM.  
 
El análisis de la población viral en el pase 3 no mostró diferencias estadísticamente 
significativas respecto al título obtenido en ausencia de nucleósido. Los resultados se muestran 
en la Figura 5.2.8.3 y se comparan con los obtenidos con HCV replicando en células Huh-7.5 
reporter descritos anteriormente (Fig. 5.2.3.1 y 5.2.4.1). La bajada en el título viral producida 
por Gua para HCV fue estadísticamente significativa (p<0,05, t-test) (Fig. 5.2.8.3). Los 
resultados obtenidos en estos experimentos demuestran que la inhibición de la producción de 
progenie vírica por Gua no es inespecífica. 
 
 
5.2.8.4. Efecto de la guanosina sobre VSV en células Huh-7.5 reporter. 
 
 
Para descartar que la acción inhibitoria de Gua sobre HCV se debiera exclusivamente 
a la acción del nucleósido sobre las células de hepatoma humano empleadas en nuestros 
experimentos se midió la producción de progenie viral de VSV en células Huh-7.5 reporter 
que también se infectan productivamente. Los resultados muestran que Gua no inhibe la 
















Figura 5.2.8.3. Efecto de la guanosina, adenosina, citidina y uridina sobre la producción de 
progenie infecciosa de distintos virus RNA. Se infectaron las células descritas en paréntesis con los virus 
RNA indicados a una MOI inicial de 0,05  PFU/célula o TCID50/célula, en ausencia o presencia de 800 µM de los 
nucleósidos (código de colores en el cuadro superior). Se determinó la infectividad en el sobrenadante de cultivos 
celulares (apartados 4.6.3 y 4.6.4 de Materiales y Métodos). Los títulos mostrados para HCV son los obtenidos en el 
pase 3 de los sobrenadantes de las infecciones correspondientes a las Figs. 5.2.3.1 (promedio de las 4 réplicas) y 
5.2.4.1 (una réplica). Se usó la progenie de cada infección para el siguiente pase del virus (apartados 4.6.2 y 4.6.4 de 
Materiales y Métodos). La diferencia estadísticamente significativa se indica con un asterisco (p<0.05) (t-test). La 











































































































Figura 5.2.8.4.1. Cuantificación de la inhibición de la producción de progenie infecciosa de 
VSV por guanosina. Las determinaciones de la concentración inhibitoria 50 (IC50) se llevaron a cabo por 
triplicado y se dan los valores de desviaciones estándar. Las condiciones experimentales se describen en los 
apartados 4.5 y 4.6.4 de Materiales y Métodos. Como comparación se incluye los datos para HCV correspondientes 







Figura 5.2.8.4.2 Efecto de la guanosina sobre la producción de progenie infecciosa en células 
Huh-7.5 reporter. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con VSV a una MOI inicial de 0,05  PFU/célula o con 
HCVp0 y HCVp100 a una MOI inicial de 0,05 TCID50/célula, en ausencia o presencia de 800 µM de Gua. Se usó la 
progenie de cada infección para el siguiente pase del virus (apartado 4.6.2 y 4.6.4 de Materiales y Métodos). Se 
determinó la infectividad en el sobrenadante de cultivos celulares en el pase 3 (apartados 4.6.3 y 4.6.4 de Materiales 
y Métodos). Los resultados de HCV son los mostrados anteriormente en los apartados 5.2.3 y 5.2.6. Las diferencias 
estadísticamente significativas se indican con un asterisco (p<0.05) (t-test). La línea discontinua paralela al eje de 


























































































































5.2.9. Efecto de la ribavirina y la guanosina sobre el virus de la hepatitis C y 
sobre el nivel de nucleótidos intracelulares en células Huh-7.5 reporter. 
 
 
Para investigar el efecto de una alta concentración de Gua sobre niveles de nucleótidos 
en las condiciones en las que R ejerce una actividad inhibitoria sobre HCV y que es 
compensada parcialmente por Gua (apartado 5.1.5), HCV fue sometido a 10 pases seriados en 
células Huh-7.5 reporter en presencia de R (50 µM y 100 µM) y Gua (500 µM), aisladas o en 
combinación.  
 
Los resultados muestran una consistente bajada de la infectividad y del RNA viral 
intracelular de HCV como resultado del tratamiento con Gua, R y R+Gua, acentuado con R 
100 μM y no compensado por la presencia de Gua 500 µM (Fig. 5.2.9.1). Las pérdidas de título 
y RNA viral intracelular producidas por los tratamiento de combinación (R 50 µM + Gua y R 
100 µM + Gua) tuvieron lugar en los pases 3 y 4, respectivamente. En cambio, en ausencia de 
Gua las pérdidas se retrasaron a los pases 5 y 8. La disminución de infectividad en el 
sobrenadante precedió al descenso del nivel de RNA viral intracelular (Fig. 5.2.9.1). Es decir, 
Gua 500 µM no compensa la acción inhibitoria de R, contrariamente a la compensación que 
ejerce Gua 200 µM (apartado 5.1.5).  
 
La Gua añadida al medio de cultivo de las células Huh-7.5 reporter a concentraciones 
de 500 µM y 800 µM produce una disminución de la relación NTP/NDP y además provoca un 
descenso de los nucleótidos con bases pirimidínicas. Ambos hechos podrían tener relación con 
la actividad inhibitoria de Gua sobre HCV (apartado 5.2.3). Por ello a continuación se 
determinó el efecto de los tratamientos con Gua y R sobre el nivel intracelular de NTPs y 
NDPs en células Huh-7.5 reporter tras 72 horas de tratamiento. Los resultados (Fig. 5.2.9.2) 
mostraron un incremento más acentuado del nivel de NDPs que de NTPs cuando se trató con 
Gua 500 µM, particularmente significativo para ADP. La fuerte disminución de la relación 
ATP/ADP asociada al tratamiento con Gua se compensó con la adición de R (Fig 5.2.9.2, cuado 
inferior). Tanto con R 100 µM como con R+Gua se produjo un drástico incremento de ATP, 
CTP, y UTP, que fue superior al aumento de los correspondientes NDPs y una importante 
bajada del GTP intracelular. Por otra parte, el tratamiento combinado de R + Gua invirtió los 
incrementos de tipos de nucleótidos, es decir, favoreció el incremento de nucleótidos con 
bases pirimidínicas por encima de los de bases purínicas. Gua 500 µM por tanto es incapaz de 







Figura 5.2.9.1. Efecto de la ribavirina y la guanosina sobre la producción de progenie viral 
infecciosa y RNA viral intracelular de HCV. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a una 
MOI inicial de 0.1 TCID50/célula, en ausencia o presencia de R y Gua a las concentraciones indicadas. Se llevaron a 
cabo infecciones en paralelo con HCV GNN (control negativo). Se usó la progenie viral generada en cada infección 
para los siguientes pases del virus (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se determinó la infectividad viral en el 
sobrenadante de los cultivos celulares (paneles de la izquierda) y se midió el RNA viral intracelular por RT-PCR 
cuantitativa en el extracto de células infectadas (paneles de la derecha) (apartados 4.6.3 y 4.12 de Materiales y 
Métodos). Los resultados de HCV sin droga, R 50 y R100 µM  son los mostrados anteriormente en el apartado 
5.1.5.1. Las líneas discontinuas paralelas al eje de abscisas indican los límites de detección de la infectividad y del 





















































































































































Figura 5.2.9.2. Efecto de la ribavirina y la guanosina sobre el nivel de nucleótidos intracelular 
en células Huh-7.5 reporter. Paneles superiores: Cantidad intracelular de los 4 nucleósidos-trifosfato tras 72 
horas de exposición a los distintos tratamientos (izquierda). Variación de cada nucleósido-trifosfato respecto al 
control sin R o Gua (derecha). Paneles inferiores: Misma descripción que la correspondiente a los paneles 
superiores para la medida de nucleósidos-difosfato. Se realizaron 6 determinaciones por condición. Los resultados 
de sin droga y Gua 500 μM son los mostrados anteriormente en el apartado 5.2.3 y 5.2.4. Nótese que la máxima 
disminución posible es 100%.  En el cuadro inferior se indica la relación de concentraciones de trifosfato a difosfato 
para cada uno de los nucleótidos, los valores se calcularon dividiendo el promedio de Fmol/célula del nucleósido-
trifosfato por el promedio de Fmol/célula del nucleósido-difosfato correspondiente a cada uno de los tratamientos. 
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5.2.10. Efecto del ácido micofenólico y la guanosina sobre el virus de la 
hepatitis C y sobre el nivel de nucleótidos intracelulares en células Huh-7.5 
reporter. 
 
El MPA es un inhibidor competitivo de la IMPDH y, por tanto, diminuye el nivel 
intracelular de GTP. Para estudiar el efecto del MPA sobre la producción de HCV y una 
posible actividad compensatoria de una concentración alta de Gua, HCVp0 fue sometido a 10 
pases seriados en células Huh-7.5 reporter en presencia de MPA (2,5 y 5 μM) y Gua (500 μM), 
aislados o en combinación. Los resultados muestran una consistente bajada de la producción 
de progenie viral y del RNA viral intracelular como resultado del tratamiento con Gua y MPA. 
Sin embargo, la inhibición que producen el MPA o la Gua por separado se anuló cuando el 
virus replicó en presencia de ambas (Fig. 5.2.10.1). Este resultado contrasta con el obtenido 
para R y Gua, cuya combinación es tan inhibitoria como R y Gua administradas separadamente 
(compárense las Figs. 5.2.9.1 y 5.2.10.1). Ni el título viral ni el RNA viral intracelular llegaron a 
igualarse con los de los pases control. El resultado obtenido para las dos concentraciones de 
MPA utilizadas fue similar, aunque el descenso del nivel de RNA fue más rápido para MPA 5 
µM que para MPA 2,5 µM.  (Figura 5.2.10.1).  
Se determinó el efecto de los tratamientos con MPA y Gua sobre el nivel intracelular 
de NTPs y NDPs en células Huh-7.5 reporter tras 72 horas de tratamiento. Cuando se trató 
con MPA 5 µM y MPA+Gua se produjo un incremento de ATP, CTP, y UTP, y una importante 
bajada del GTP intracelular, indicando que Gua 500 µM es incapaz de compensar la bajada de 
GTP producida por el MPA (Fig 5.2.10.2). El nivel de NDPs sufrió un incremento cuando se 
trató con MPA 5 µM o Gua 500 µM, separadamente. El aumento fue más acentuado para ADP 
con el tratamiento con Gua y para CDP y UDP con el tratamiento con MPA. Los aumentos de 
ADP y CDP no se observaron con el tratamiento combinado MPA + Gua. Ello queda reflejado 
en las relaciones entre las concentraciones de NTPs y NDPs (Fig 5.2.10.2). En resumen, de 
forma contraria a lo que ocurre con Gua 500 μM, el tratamiento con MPA 5 µM incrementó la 
relación ATP/ADP  aproximadamente 1,4 veces y el tratamiento con ambas drogas igualó los 
valores con los de las células control. Además, el tratamiento combinado anuló el incremento 
de nucleótidos con bases purínicas por encima de los de bases pirimidínicas, principalmente 
observable en los NDPs. Ambas observaciones sugieren que la relación ATP/ADP y la de 
nucleótidos con bases purínicas y pirimidínicas pueden jugar un papel clave en la inhibición del 
HCV por la Gua (Fig. 5.2.10.2).  
 
Los posibles mecanismos a través de los cuales la Gua puede ejercer su acción antiviral 








Figura 5.2.10.1. Efecto del ácido micofenólico y la guanosina sobre la producción de progenie 
viral infecciosa y RNA viral intracelular de HCV. Se infectaron células Huh-7.5 reporter con HCVp0 a 
una MOI inicial de 0.1 TCID50/célula, en ausencia o presencia de MPA y Gua a las concentraciones indicadas. Se 
llevaron a cabo infecciones en paralelo con HCV GNN (control negativo). Se usó la progenie viral generada en cada 
infección para los siguientes pases del virus (apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos). Se determinó la infectividad 
viral en el sobrenadante de los cultivos celulares (paneles de la izquierda) y se midió el RNA viral intracelular por 
RT-PCR cuantitativa en el extracto de células infectadas (paneles de la derecha) (apartados 4.6.3 y 4.12 de 
Materiales y Métodos). Los resultados de HCV sin droga, Gua 500, R 50 y R100 µM son los mostrados 
anteriormente en los apartados 5.1.5.1 y 5.2.9.1. Las líneas discontinuas paralelas al eje de abscisas indican los límites 




















































































































































Figura 5.2.10.2. Efecto del ácido micofenólico y la guanosina sobre el nivel de nucleótidos 
intracelular en células Huh-7.5 reporter. Paneles superiores: Cantidad intracelular de los 4 nucleósidos-
trifosfato tras 72 horas de exposición a los distintos tratamientos (izquierda). Variación de cada nucleósido-
trifosfato respecto al control sin MPA o Gua (derecha). Paneles inferiores: Misma descripción que la 
correspondiente a los paneles superiores para la medida de nucleósidos-difosfato. Los resultados de sin droga y Gua 
500 μM son los mostrados anteriormente en el apartado 5.2.3 y 5.2.4. No fue posible determinar los valores de 
CDP y GTP tras el tratamiento con MPA y Gua por encontrarse ambos por debajo del límite de detección del 
HPLC.  Se realizaron 6 determinaciones por condición. Nótese que la máxima disminución posible es 100%. En el 
cuadro inferior se indica la relación de concentraciones de trifosfato a difosfato para cada uno de los nucleótidos. 
Los valores se calcularon dividiendo el promedio de Fmol/célula del nucleósido-trifosfato por el promedio de 
Fmol/célula del nucleósido-difosfato correspondiente a cada uno de los tratamientos. Los ratios CTP/CDP y 
GTP/GDP no se pudieron determinar para el tratamiento de MPA y Gua por encontrarse los valores de CDP y 
GTP por debajo del límite de detección del HPLC (N.C. es valor no calculable).  Los procedimientos se describen 
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6.1 Extinción del virus de la hepatitis C mediada por ribavirina. 
 
 Las altas tasas de mutación y la dinámica de cuasiespecies confieren una elevada 
capacidad adaptativa a los virus RNA. Existen diferentes estrategias terapéuticas para 
enfrentarse a esta situación como por ejemplo las terapias de combinación (uso de más de una 
sustancia antiviral al mismo tiempo), las drogas dirigidas a factores celulares necesarios en 
algún paso del ciclo viral, combinación de inmunoterapia con quimioterapia y la mutagénesis 
letal [revisado en (Domingo et al, 2012)]. 
 
En nuestro laboratorio se han empleado FMDV y LCMV como sistemas modelo para el 
estudio de la dinámica de cuasiespecies y la mutagénesis letal. Estos estudios han permitido 
alcanzar algunas conclusiones que se detallan en la Tabla 6.1 [recopilado de (Domingo et al, 
2012)] así como sentar las bases del trabajo con HCV realizado en la presente Tesis Doctoral. 
 
Tabla 6.1. Conclusiones alcanzadas sobre las terapias basadas en mutagénesis letal. 
 
Bajo fitness (capacidad replicativa) y baja carga viral (tamaño poblacional) favorecen la 
extinción. 
La secuencia consenso permanece constante a lo largo del tratamiento. 
Bajada de la infectividad específica en la transición hacia la extinción. 
Incremento de la frecuencia de mutación y de la complejidad de la población. 
Las terapias de combinación (mutágeno e inhibidor) son más efectivas que la 
administración aislada de cada uno de ellos. 
La terapia secuencial (inhibidor  mutágeno) puede ser más ventajosa que la de 
combinación. 
 
La mutagénesis letal es una estrategia antiviral que está tomando fuerza gradualmente. 
Se visualiza cada vez más como una potente terapia frente a virus, con la ventaja de contar con 
una reducida probabilidad de selección de mutantes de escape (Baranovich et al, 2013; Dapp et 
al, 2009; Dapp et al, 2013). Existen perspectivas de ampliar la aplicación de estos principios a la 
terapia anticáncer (Fox & Loeb, 2010; Loeb, 2011; Solé & Deisboeck, 2004). Actualmente ya se 
están utilizando análogos de nucleótido frente a cáncer aunque no se ha demostrado que 
ejerzan su acción anticancerosa a través de la mutagénesis letal. Hoy en día, el 5-fluorouracilo 
es uno de los principales agentes para tratar cánceres originados en el tracto gastrointestinal y 
es considerado una de las drogas básicas en el tratamiento (van Kuilenburg & Maring, 2013).  
 
Para poder investigar experimentalmente mutagénesis letal de HCV en cultivos 
celulares, la primera cuestión a abordar fue si realmente R actúa como agente mutagénico para 
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el virus en nuestras condiciones experimentales. Los resultados obtenidos han demostrado 
que R ejerce una actividad mutagénica sobre la replicación de HCV en células Huh-7.5 
(apartado 5.1 de Resultados). Se han observado aumentos estadísticamente significativos de la 
complejidad de los espectros de mutantes y un aumento de la frecuencia de transiciones G→A 
y C→U como se espera de la actividad mutagénica de R (apartado 2.6.1 de Introducción). Se 
analizaron espectros de mutantes de HCV pasado en ausencia y presencia de R empleando dos 
metodologías distintas: clonaje molecular-secuenciación Sanger y UDPS. Como resultado de 
los análisis realizados empleando UDPS se identificaron en la región genómica NS5A un total 
de 38 y 127 mutaciones diferentes en las poblaciones pasadas en ausencia y presencia de R, 
respectivamente (Anexo 2). Las mismas poblaciones analizadas empleando clonación molecular 
y secuenciación de Sanger presentaron un total de 28 y 46 mutaciones, respectivamente 
(Anexo 1). Del número total de mutaciones distintas identificadas únicamente 5 y 12, en 
ausencia y presencia de R, respectivamente, fueron comunes entre la secuenciación de Sanger 
y UDPS. Por tanto, a pesar de que en ambos muestreos se analizasen diferentes secuencias o 
clones de las mismas poblaciones virales, ambos procedimientos han proporcionado evidencias 
claras de la actividad mutagénica de R para HCV. Un mero cambio en la composición del 
espectro de mutantes no es necesariamente una consecuencia de actividad mutagénica, ya que 
una droga puede alterar el fitness relativo de subpoblaciones virales y ello podría variar la 
amplitud del espectro de mutantes. Sin embargo, resulta improbable que una posible 
reorganización del espectro de mutantes pudiese dar lugar a un aumento de la complejidad del 
espectro de mutantes, acompañado de un sesgo mutacional tan claro a favor de transiciones 
G→A y C→U, en ausencia de una actividad mutagénica asociada al tratamiento con R. 
 
Los tipos de mutaciones que provoca el tratamiento con la R, así como la proporción 
de nucleótidos encontrados en el nucleótido vecino 5´ (22% A, 26% G, 8% U y 44% C) y el 
vecino 3’ (18% A, 31% G, 12% U, 39% C) del sitio de cada mutación en el gen NS5A (valores 
que reflejan aproximadamente la composición de bases de esta región genómica) indican que 
es poco probable la participación de actividades ADAR en la mutagénesis observada tras la 
exposición de HCV a R (Lehmann & Bass, 2000; Nishikura, 2010). Es decir, los datos 
moleculares apoyan una acción mutagénica debida a R y no a factores celulares mutagénicos 
que pudieran inducirse por la presencia de R. 
 
El desbalance de nucleótidos se descartó también como causa de la mutagénesis 
ocasionada por R. La importante disminución de los niveles intracelulares de GTP (de hasta 8,5 
veces tras 72 horas de tratamiento con R 100 µM) no explica la mayor parte de la 
mutagénesis, ya que una bajada similar del nivel de GTP como resultado del tratamiento con 
MPA no generó el mismo nivel de mutagénesis en los espectros de mutantes analizados (Tabla 
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5.1.6.1). Este inmunosupresor y algunas de sus prodrogas han demostrado ser eficaces como 
inhibidores de la replicación de HCV en cultivo celular e in vivo, sin evidencia de que puedan 
actuar mediante mutagénesis letal (Henry et al, 2006; Mori et al, 2011; Pan et al, 2012; Ye et al, 
2012). Fue también muy significativo que durante la transición a la extinción causada por el 
MPA no se alterase la infectividad específica de HCV. Se observó que la infectividad era 
detectable cuando el RNA extracelular de HCV ya no lo era, una observación totalmente 
contraria a lo esperable cuando hay extinción mediada por mutagénesis letal. Sin embargo, 
tuvo lugar una disminución de la infectividad específica en presencia de R, un sello de 
mutagénesis letal (Agudo et al, 2010; Airaksinen et al, 2003; González-López et al, 2005; 
Grande-Pérez et al, 2005; Moreno et al, 2011; Moreno et al, 2012; Sierra et al, 2007) (Fig. 5.1.7 
y Tabla 6.1).  
 
Existen diferentes posibilidades para explicar los resultados contradictorios sobre el 
carácter mutagénico de la R sobre HCV. El primero es que el virus haya sido sometido a un 
número limitado de rondas de replicación en presencia de R, insuficientes para detectar un 
aumento significativo en la complejidad del espectro de mutantes. De hecho, uno de los 
resultados negativos se basó en una exposición de tan sólo 72 horas a R (Mori et al, 2011). En 
nuestras manos, una sola infección en presencia de R puede ser insuficiente para demostrar 
una acción mutagénica (resultados no publicados). La R puede producir expansiones 
transitorias de la complejidad del espectro de mutantes  de manera que una actividad 
mutacional podría no observarse dependiente del tiempo post-infección al que se realice el 
muestreo del espectro de mutantes (Ojosnegros et al, 2008; Perales et al, 2011). Además, es 
imprescindible cuantificar el molde de RNA de HCV antes de proceder a amplificarlo por RT-
PCR y asegurar que los clones secuenciados sean una muestra correcta del repertorio 
presente en la muestra natural. Las cargas virales bajas, tales como las producidas por acción 
de una droga como R tienden a subestimar la complejidad del espectro de mutantes si las 
cantidades del molde para la amplificación por RT-PCR son insuficientes. Estas posibles fuentes 
de sesgo se aplican a las determinaciones de la complejidad del espectro de mutantes, tanto en 
cultivos celulares como in vivo, y deben ser cuidadosamente evaluadas al comparar resultados 
de diferentes estudios.  
 
Hay evidencias que sugieren que R es también mutagénica para HCV in vivo (Cuevas et 
al, 2009; Dietz et al, 2013). Todavía no está claro si la inhibición de la producción de progenie 
de HCV está directamente relacionada con la actividad mutagénica de R o si existen otros 
mecanismos de acción de la droga sobre el virus o la célula huésped que también contribuyen 
a su efecto antiviral. En las terapias combinadas la interacción entre el inhibidor y el agente 
mutagénico podría afectar al momento en el que se puede observar un aumento en la 
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complejidad del espectro de mutantes (Iranzo et al, 2011; Perales et al, 2012). En referencia a 
esto, es significativo que la evidencia de actividad mutagénica in vivo fuera obtenida durante 
monoterapia con R (Dietz et al, 2013) donde además se obtiene un incremento significativo de 
las transiciones G→A y C→U en las poblaciones de virus tratadas con R, resultados similares 
a los obtenidos en esta Tesis Doctoral con células de hepatoma humano. Un argumento que 
se ha esgrimido en contra de la actividad mutagénica de la R durante la terapia es que el nivel 
intracelular de R en hepatocitos es poco probable que alcance las concentraciones utilizadas 
en cultivos celulares (en nuestro caso entre 50 μM y 100 μM, que son de 3 a 100 veces 
mayores respecto a las concentraciones que se consideran alcanzables durante la terapia in 
vivo) (Feld et al, 2010). Sin embargo debe tenerse en cuenta que se han cuantificado un amplio 
rango de concentraciones de R en suero y en órganos diana del HCV de humanos (Anderson 
& Rahal, 2002; Connor et al, 1993; Crumpacker et al, 1986; Gilbert & Knight, 1986; Jordan et 
al, 2000; Ogle et al, 1989; Rankin et al, 1989; Slavenburg et al, 2011). Además, no se ha 
cuantificado la concentración de RTP ni en las células del hígado ni en los complejos de 
replicación de HCV. Tampoco se han medido las concentraciones de RMP y RDP, que serían 
informativas de las actividades potenciales de los metabolitos derivados de R durante el 
tratamiento. Por lo tanto, no es posible relacionar los resultados en células de hepatoma en 
cultivo con los resultados in vivo ya sea para apoyar o no una actividad mutagénica de R sobre 
HCV in vivo.  
 
Posibles mecanismos alternativos o adicionales a la mutagénesis son la inducción de la 
expresión de ISGs (Thomas et al, 2011), inhibición de la replicación (terminación de cadena) 
cuando se incorporan varios residuos de RMP en una misma cadena de RNA de HCV (Vo et 
al, 2003), inhibición de la traducción a través de la unión a eIF5B que impide la formación de 
complejo de iniciación 80S (Galmozzi et al, 2012) o su capacidad inmunomoduladora (Hultgren 
et al, 1998; Ning et al, 1998). 
 
A pesar de que se anticipaba que la compensación de la inhibición ejercida por R 
debida a la presencia de Gua se debería al restablecimiento de niveles intracelulares de GTP, el 
principal efecto de Gua fue atenuar los aumentos de ATP, CTP y UTP intracelular (Fig. 5.1.5.4 
de Resultados). Esta observación no había sido descrita hasta el momento y contrasta con 
resultados anteriores empleando otros tipos celulares que mostraron que la adición de Gua 
exógena únicamente compensó la bajada de GTP provocada por R (Airaksinen et al, 2003; 
Kerr, 1987; Lanford et al, 2001; Zimmerman & Deeprose, 1978). Las concentraciones de MPA 
que produjeron una bajada en el nivel de GTP similar al producido por R generaron también 
un aumento de los niveles de ATP, CTP y UTP, aunque estos incrementos fueron menos 
acentuados que los producidos por R (Fig. 5.1.6.3 de Resultados). Por lo tanto, los 
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desequilibrios en los niveles de nucleótidos estándar podrían contribuir también a la inhibición 
producida por R y este efecto se sumaría a una acción mutagénica directa de R. 
 
La adición de Gua no tiene el mismo efecto sobre la replicación de otros virus en 
presencia de R. En una infección persistente de FMDV en células BHK-21, Gua revirtió 
parcialmente la actividad inhibitoria, pero no mutagénica de R. Sin embargo Gua compensó la 
modesta actividad mutagénica inducida por la bajada en el nivel GTP que produce el MPA 
(Airaksinen et al, 2003). La Gua eliminó en gran medida la inhibición sobre la producción de 
progenie de LCMV provocada por la R o el MPA (Moreno et al, 2011) y en el caso de los 
Nidovirus porcinos Gua revirtió el efecto inhibitorio de la R  (Kim & Lee, 2013). Estas 
diferencias pueden residir en las polimerasas virales (o sus complejos de replicación), 
dependiendo de su afinidad por el RTP, de su respuesta a desbalances de nucleótidos y a otras 
alteraciones metabólicas.  
 
Estudios anteriores han establecido la importancia de los niveles de nucleótidos en la 
replicación de HCV en otras líneas celulares de hepatoma. Así, el tratamiento de células 
HepG2 con R produce una bajada importante en el nivel de GTP que provoca modificaciones 
de la transcripción de genes cuya expresión afecta al ciclo de vida del virus (Suzuki et al, 2013). 
Por otro lado, el nivel de ATP intracelular que en nuestros experimentos sufre un incremento 
tras el tratamiento con R y MPA respecto a células control (Figs. 5.1.5.4 y 5.1.6.3 de 
Resultados), se distribuye dentro de la célula heterogéneamente en células de hepatoma 
infectadas por HCV. El ATP co-localiza con proteínas no estructurales de HCV como NS5A  
de modo que la concentración de ATP es aproximadamente 5 veces mayor en los complejos 
replicativos que en otros sitios de la célula, por lo que cambios en el nivel de ATP pueden 
alterar el buen funcionamiento de los complejos de replicación (Ando et al, 2012). Además, los 
niveles de ATP pueden modificar la actividad de la chaperona molecular dependiente de ATP, 
HSP90, que desempeña un papel crítico en la fosforilación de la proteína NS5B de HCV (Kim 
et al, 2012). Por último, cabe destacar la importancia del nivel de GTP durante algunos pasos 
del proceso de traducción (apartado 2.4.4 de Introducción). Por lo tanto, la formación y la 
actividad de los complejos de proteínas implicados en la replicación y traducción de HCV 
pueden ser incluso más sensibles al desequilibrio del nivel de los nucleótidos que la propia 
mutagénesis asociada a R. No obstante, no se puede excluir que el MPA muestre otras 
actividades anti-HCV distintas de la derivada de la inhibición de la IMPDH, como el incremento 





Ensayos bioquímicos mostraron que las polimerasas de HCV de subtipos 1b y 2a  
incorporaron R en lugar de G de modo similar (Fig 5.1.8.2 de Resultados), a pesar de que el 
subtipo 1b responde menos al tratamiento estándar que el 2a (apartado 2.5 de Introducción). 
Ello sugiere que la respuesta al tratamiento no se debe a la eficiencia de incorporación de la R 
por parte de la polimerasa, sino a otros factores relevantes como podría ser la proteína NS5A 
que cuenta con la región IRRDR (apartado 2.4.3 de Introducción). 
 
 Los análisis de los eventos moleculares que subyacen a la transición hacia la extinción 
de HCV han indicado una persistencia de RNA de HCV no infeccioso (Fig. 5.1.3.2 de 
Resultados). Existen descripciones clínicas sobre la presencia de RNA de HCV en pacientes 
que muestran una respuesta sostenida al tratamiento (Maylin et al, 2008; Pham et al, 2010; 
Welker & Zeuzem, 2009). La naturaleza de este RNA persistente de HCV en cultivos celulares 
se está estudiando actualmente en nuestro laboratorio. Estos RNAs no infecciosos podrían 
corresponderse con variantes defectivos o defectores de HCV (apartado 2.3 de Introducción). 
Su posible participación en la extinción de HCV en cultivos celulares e in vivo merece ser 
investigada. 
 
6.2 La guanosina como mediadora de una actividad antiviral 
contra el virus de la hepatitis C. 
 
La inhibición de la replicación de HCV por exceso de Gua fue un resultado inesperado 
al tratarse de un metabolito natural para el que previamente no se había descrito una acción 
antivírica. 
  
El tratamiento con Gua produjo una alteración del espectro de mutantes, 
observándose un incremento en la complejidad y en las frecuencias de mutación máxima y 
mínima (Tabla 5.2.5.1 de Resultados), aunque la observación más destacable fue la 
identificación de numerosas inserciones y deleciones en las poblaciones tratadas con Gua 
(Tabla 5.2.5.2 de Resultados). En nuestro laboratorio, en el momento de redactar esta Tesis, 
se han secuenciado un total de 1.216.729 nucleótidos de genomas de HCV (recopilación de I.  
Gallego y C. Perales). Se han observado un total de 3 deleciones y 7 inserciones, todas ellas de 
1 nucleótido. Las frecuencias de indels son de 8 x 10-6 , frente a los 3,6 x 10-4  y 1,4 x 10-4 para 
los indels encontrados en poblaciones tratadas con Gua 500 y 800 µM, respectivamente. Estas 
diferencias son estadísticamente significativas (p<0.0001 y p<0.0001; test χ2). Cabe añadir la 
identificación de 6 deleciones de más de un nucleótido en los 33.339 nucleótidos secuenciados 
de genomas que replican en presencia de Gua 500 µM (Tabla 5.2.5.2 y Fig. 5.2.5.2 de 
Resultados), frente a ninguna en los 1.216.729 nucleótidos totales de HCV analizados en 
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nuestro laboratorio. Ello implica que Gua no afecta a una función viral que meramente 
ralentiza la multiplicación del virus sino que afecta a la calidad del proceso de replicación del 
RNA viral por alteración de la polimerasa o del complejo replicativo que repercute en la 
fidelidad de copia.  Todas las deleciones e inserciones encontradas provocaron la aparición de 
un codón de STOP prematuro, por lo que es improbable que correspondan a genomas 
competentes en replicación, aunque no podemos excluir que puedan ser mantenidos en la 
población por complementación, ejerciendo una acción interferente sobre otros genomas 
inalterados (apartado 2.3 de Introducción). Desafortunadamente los análisis de espectros de 
mutantes solo pudieron realizarse para un fragmento corto del genoma de HCV ya que otras 
regiones genómicas (como NS5B y NS5A) no pudieron amplificarse. Esto puede deberse 
alteraciones del genoma viral que impedirían su copia por RT-PCR. Este es un punto que va a 
estudiarse en nuestro laboratorio.  
 
Estudios anteriores en otros laboratorios en los que se analizaron espectros de 
mutantes (en las regiones E1-E2 y los dominios PKR-BD y V3 de NS5A) de pacientes 
infectados con HCV de genotipo 1a y 1b (sometidos o no a tratamiento) indican que, aun 
siendo todas ellas poco comunes,  las deleciones son todavía menos frecuentes que las 
inserciones y ello se ha atribuido a la selección negativa que sufren los mutantes con 
deleciones (Torres-Puente et al, 2007). Sin embargo, esos resultados contrastan con los 
análisis de cuasiespecies realizados en nuestro laboratorio que muestran una dominancia de 
deleciones (Ortega-Prieto et al, 2013; recopilación de I. Gallego y C. Perales). Todos los datos 
disponibles concuerdan con una tendencia a producir deleciones e inserciones desencadenada 
por Gua sobre HCV. 
 
La acción de Gua sobre HCV muestra características de mutagénesis letal por varias 
razones. En primer lugar, la bajada de infectividad siempre precede a la de RNA viral (Fig. 
5.2.3.1 de Resultados). Además, a pesar de la actividad mutagénica que ejerció la Gua sobre 
HCV, la secuencia consenso del virus permaneció inalterada en las cuasiespecies analizadas. 
Todas las mutaciones e indels se identificaron en componentes del espectro de mutantes, no 
en las secuencias consenso. Por último, es muy importante destacar que la infectividad 
específica sufrió una disminución estadísticamente significativa respecto al control sin Gua 
durante los primeros pases del virus, en los que los valores de infectividad y RNA viral 
pudieron medirse de modo fiable. 
 
Ade, Cit o Uri no mostraron actividad antiviral como la ejercida por Gua, en pases 
seriados realizados en las mismas condiciones (Fig 5.2.4.1 de Resultados). Sin embargo, el valor 
de IC50  para Ade fue menor que para Gua (Fig 5.2.2 de Resultados). Esto muestra que el 
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carácter inhibitorio de un metabolito medido en un solo pase (tal y como se mide la IC50) no 
necesariamente anticipa su efecto tras una exposición prolongada sobre un virus replicante. 
 
La Gua también ejerce acción antiviral sobre una población de HCV evolucionada, 
HCVp100, aunque no existe pérdida de infectividad a lo largo de 5 pases (Fig 5.2.7 de 
Resultados). Este virus tiene un fitness alto y muestra resistencia incrementada a una amplia 
variedad de antivirales en comparación con HCVp0 (Sheldon et al, 2014). Por tanto, la acción 
inhibitoria de Gua sigue las pautas de los DAAs actualmente en estudio en nuestro  
laboratorio. 	  
Diversos experimentos control demostraron que Gua no inhibe la replicación de otros 
virus RNA (Fig. 5.2.8.3), lo que descarta que Gua ejerza una acción inespecífica sobre la 
replicación vírica y hace interesante averiguar la base de su actividad para HCV. El VSV no fue 
inhibido por Gua en células Huh-7.5, descartando que el efecto inhibitorio de Gua sobre HCV 
se deba exclusivamente a algún factor presente en las células Huh-7.5, sin participación del 
virus.  
 
El tratamiento de células Huh-7.5 reporter con Gua produjo un incremento general de 
los niveles de nucleótidos intracelulares (Fig. 5.2.3.2 de Resultados). El aumento de los NTPs 
es equitativo y la relación entre ellos permanece constante. Sin embargo, el aumento de los 
NDPs no sigue el mismo patrón, existiendo un gran incremento de las purinas respecto a las 
pirimidinas, generándose una disminución de la relación NTP/NDP que resultó especialmente 
baja para el ATP/ADP. En nuestros análisis por HPLC los niveles de NMPs fueron 
indetectables. Hay varios mecanismos a través de los cuales el desbalance de nucleótidos 
intracelulares puede ejercer una acción mutagénica o inhibidora. Los cambios en el nivel de 
ATP pueden alterar el complejo de replicación (apartado 6.1) (Ando et al, 2012). La relación 
ATP/ADP afecta al metabolismo lipídico de la célula (apartado 2.4.3.2 y 2.4.4 de Introducción). 
Cuando la relación ATP/ADP cae, se activa la vía catabólica para sintetizar ATP. Si la velocidad 
de síntesis de ATP no es suficiente para contrarrestar la bajada, o su consumo es alto, se 
produce un incremento en los niveles de ADP y AMP. Ello activa a la AMPK, mediante la 
fosforilación de su Thr172, lo que promueve la restauración del balance energético celular e 
inhibe los procesos que consumen ATP. Se ha demostrado que HCV inhibe a la proteína 
AMPK por desfosforilación de Thr172 y la fosforilación de Ser485. Sin embargo, la inactivación 
de AMPK por parte de HCV es ineficaz cuando la relación ATP/ADP está fuertemente 
desbalanceada o se usan activadores de la AMPK como AICAR y metformina (Mankouri et al, 
2010). En estos casos deja de haber acumulación de ácidos grasos y colesterol y se inhibe la 
replicación viral. La relación ATP/ADP descendió hasta 3,9 veces tras la exposición de las 
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células a Gua (Fig 5.2.3.3 de Resultados). Por ello, ésta es una de las posibilidades que está 
siendo explorada actualmente en nuestro laboratorio ya que podría explicar la inhibición de 
HCV por Gua. 
 
El nivel de GTP, que desciende respecto al de GDP durante el tratamiento con Gua, 
también juega un papel importante durante el ciclo de vida de HCV. Hay proteínas 
dependientes de GTP, incluidas las que participan en traducción como el factor eIF5B 
(apartados 2.4.4 de Introducción y 6.1). Varias de ellas son necesarias para la entrada del virus 
en la célula (como HRas) o su replicación (como GBF1) (Goueslain et al, 2010; Zona et al, 
2013). La proteína Rab18, que se localiza en las gotas lipídicas, también es dependiente de GTP 
y promueve la asociación de estas gotas a proteínas incluidas en el complejo de replicación 
como es la NS5A (Salloum et al, 2013). En nuestro laboratorio continúan las investigaciones 
para tratar de identificar funciones celulares que pudieran alterarse como resultado de la 
exposición a Gua. 
 
La RdRp NS5B presenta cierta actividad correctora de errores ya que es capaz de 
escindir el CMP si está desapareado. Esta actividad de escisión es dependiente de UTP, CTP y, 
sobre todo, de ATP (Jin et al, 2013). Aunque los niveles de nucleótidos de poblaciones tratadas 
con Gua se encuentran alterados no hemos observado un incremento preferencial de 
mutaciones generadas a partir de la incorporación incorrecta de CMP (Fig. 5.2.3.2). NS5B 
presenta un sitio alostérico de unión a GTP que ejerce una actividad reguladora durante la 
síntesis de RNA viral modulando las interacciones entre los dominios fingers y thumb (Di 
Marco et al, 2005). Ensayos in vitro han mostrado que la velocidad de la actividad helicasa 
ejercida por la proteína NS3 es dependiente del nivel de nucleótidos en solución (Belon & 
Frick, 2009). Por tanto, se podría pensar que los niveles de nucleótidos alterados podrían 
afectar a la actividad de NS5B y NS3. Se están realizando experimentos con NS5B en 
colaboración con el grupo del Dr. Antonio Mas para investigar este punto. 
 
Este no es el primer caso en el que se ha descrito una actividad mutagénica sobre un 
virus causada por un desbalance nucleotídico. Vartanian y colaboradores consideraron que un 
desbalance entre dNTPs incrementaba la tasa de mutación del HIV-I, pero no advirtieron la 
implicación de APOBEC en mutagénesis de HIV-1 (Vartanian et al, 1994). El mismo grupo 
desarrolló una PCR mutagénica basada en desbalance de nucleótidos (Martinez et al, 1994), 
que ha sido muy útil para la preparación de formas altamente mutadas de proteínas de interés. 
Recientemente se ha descrito que la inhibición de la ruta de biosíntesis de pirimidinas suprime 
la replicación de algunos virus a través de la inmunidad innata por expresión de ISGs (Lucas-
Hourani et al, 2013). El tratamiento con Gua no inhibe la ruta de síntesis de pirimidinas, sino 
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que incrementa el nivel de las purinas respecto a las pirimidinas (Fig. 5.2.3.2 de Resultados). 
Por tanto no es descartable que a través del tratamiento con Gua se esté generando un 
escenario similar de desbalance de purinas frente a pirimidinas. A pesar de que esta vía de 
inhibición es compatible con los resultados obtenidos durante el tratamiento con Gua, 
difícilmente explicaría la acción inhibitoria del nucleósido ya que VSV, un virus muy sensible a 
IFN y expresión de ISGs, no se vio inhibido por Gua (apartado 5.2.8.4 de Resultados). 
 
Estudios sobre el desbalance de dNTPs muestran que puede tener un efecto 
mutagénico y citotóxico sobre las células (Rampazzo et al, 2010). Los desbalances de dNTPs 
en levaduras inducen mutaciones puntuales, deleciones e inserciones (Kumar et al, 2010) y 
pueden afectar el avance de la horquilla de replicación (Kumar et al, 2011; Poli et al, 2012). 
 
El tratamiento combinado empleando una alta concentración de Gua junto a R y MPA 
produce efectos muy diferentes sobre HCV. La Gua no atenúa el efecto de la R sino que 
ambas ejercen una acción inhibitoria juntas y por separado. Sin embargo, el MPA y la Gua 
inhiben fuertemente a HCV por separado, pero no de manera conjunta (Figs. 5.2.9.1 y 5.2.10.1 
de Resultados). La bajada de la relación ATP/ADP y el desbalance entre purinas y pirimidinas 
causados por la Gua se anulan por incorporación de cualquiera de las dos drogas, R y MPA, 
pero a diferencia del MPA la R ejerce una actividad mutagénica por incorporación en la cadena 
de RNA naciente que no dependería de la relación entre nucleótidos.  
 
La metformina es un medicamento usado para tratar la diabetes (con carácter antiviral 
frente a HCV) que produce la activación del enzima AMPK a través del incremento del AMP y 
ADP citosólico, una alteración de la relación ATP/ADP muy similar a la producida por Gua. 
Ensayos clínicos sobre la incorporación de metformina a la terapia estándar de la enfermedad 
muestran que la respuesta al tratamiento no mejora y no se produce SVR (Mankouri & Harris, 
2011). Esto puede deberse a que R y metformina tienen efectos antagónicos sobre los niveles 
de nucleótidos, como ocurre con R y Gua. 
 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que el HCV es un virus 
extinguible mediante protocolos de mutagénesis letal. Además, se ha demostrado que Gua 
puede desencadenar también una acción antiviral con características de mutagénesis letal. 
Estos estudios abren la posibilidad de que la alteración de vías metabólicas celulares pueda 
constituir una estrategia complementaria a la acción de agentes antivirales para producir 





1. La extinción de HCV mediada por ribavirina en células de hepatoma humano ocurre a 
través de mutagénesis letal, a juzgar por el aumento de la complejidad de los espectros de 
mutantes, invariancia de la secuencia consenso y descenso de infectividad específica. 
 
2. La ribavirina incrementa significativamente la frecuencia de transiciones GA y CU en el 
genoma de HCV. Los ensayos bioquímicos con la polimerasa del HCV muestran una alta 
incorporación de ribavirina frente a C, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en 
cultivos celulares. El tratamiento con ribavirina produce un incremento de ATP, CTP y UTP 
y un descenso de GTP intracelular. La guanosina exógena no revierte la bajada de GTP, 
pero atenúa el incremento del resto de nucleótidos. 
 
3. La guanosina, pero no los demás nucleótidos estándar, inhibe la producción de HCV 
infeccioso en cultivos celulares. El tratamiento con guanosina produce un incremento de 
NTPs y NDPs con una disminución de la relación intracelular NTP/NDP. Los nucleótidos 
derivados de bases purínicas aumentan más que los de bases pirimidínicas.  
 
4. La inhibición de HCV mediada por guanosina parece ocurrir a través de mutagénesis letal 
ya que aumenta la complejidad en los espectros de mutantes sin alterar la secuencia 
consenso y genera una bajada de la infectividad específica. La presencia de guanosina 
ocasiona numerosas deleciones e inserciones, lo que sugiere que podría afectar a una 
función replicativa del virus.  
 
5. El tratamiento combinado de ácido micofenólico y guanosina anula el efecto antiviral que 
tiene cada uno por separado. Sin embargo, guanosina y ribavirina ejercen una acción 
inhibitoria tanto juntas como aisladamente. La bajada de la relación ATP/ADP y el 
desbalance entre purinas y pirimidinas causados por la guanosina se anulan por la presencia 
de ribavirina o ácido micofenólico. 
 
6. El mecanismo antiviral de guanosina sobre HCV abre la posibilidad de favorecer la extinción 
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Anexo 1. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectro de mutantes del gen NS5A de HCV pasados en ausencia o 
presencia de ribavirinaa. 	  
HCV p4 Sin droga HCV p5 Sin droga HCV p4 R 75 µM HCV p5 R 75 µM HCV p4 R 100 µM 




















C6298U - - C6335U - - C6281U L5F 2 U6278C W4R 2 C6286U - - 
G6568A - - C6529G - - C6528U T87I 0 C6335U - - C6412U - - 
U6673C - - U6733C - - G6543U C92F -4 C6364U - - C6440U P58S 1 
U6679C - - U6832C - - A6636G Q123R 1 C6595U - - C6451U - - 
G6693U C142F -4 U7044C L259P -3 C6676U - - C6651U S128F -3 C6463U - - 
A6807G N180S 1 U7145C S293P 1 U6781C - - G6739A - - C6757U - - 
U6832C - - A7150G I294M 4 C6859U - - G6766C K166N 2 A6763G - - 
A7072G - - A7207G - - U6980C S238R 0 C6775U - - A7008G S247N 1 
A7134G D289G 1 U7386C I373T 0 G6989A A241T 1 G6797U V177F -1 A7011C N248T 0 
U7167A L300H -2 G7438A - - C6993U T242I 0 A6808U K180N 1 G7064A A266T 1 
U7409C S381P 1 U7624C - - C7003U - - C6888U P207L -3 G7087A - - 
G7439C A391P 1 A7655G T463A 1 C7038G A257G 1 G6913A - - C7119U A284V 0 
U7462C - -    C7092U P275L -3 C6939U P224L -3 A7150G I294M 2 
A7540G - -    A7260G Q331R 1 G6996A C243Y 0 G7156A - - 
A7655G T463A 1    G7303U K345N 1 C7042U - - C7216U - - 
G7658U V464L 2    C7306U - - U7047C L260P -3 A7366G - - 
      G7364A E366K 0 A7134G D289G 1 C7370U L368F 2 
      G7415A G383S 1 U7279A - - G7402A - - 
      G7441A - - C7292U P342S 1 C7449U A394V 0 
      C7447U - - U7371A L368H -2 C7456U - - 
      C7517U P417S 1 U7524C L419P -3 C7481A P405T 0 
      G7565C C433L -6 G7564A - - G7483U P405T 0 
      C7632A T455N 0 G7665A C466Y 0 C7605U P446L -3 
            G7618A - - 
            A7655G T463A 1 
Mutaciones 
distintas 
16  Mutaciones 
distintas 
12  Mutaciones 
distintas 
23  Mutaciones 
distintas 





8 (50)  Sinónimas 
(%)c 
7 (58)  Sinónimas 
(%)c 
7 (30)  Sinónimas 
(%)c 
9 (39)  Sinónimas 
(%)c 




















12 (48)  	  
a Las poblaciones analizadas son las de los pases 4 y 5 (indicados como p4 y p5) de las infecciones descritas en la Figura 5.1.3.2. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). Los aminoácidos se representan según el código de una letra 
(explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-terminal al C-terminal. 
c Número de mutaciones sinónimas y no sinónimas, y el porcentaje de cada una de ellas. 
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Anexo 2. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectros de 
mutantes del gen NS5A de HCV pasado en ausencia o presencia de ribavirina analizados por 
secuencación masivaa. 
HCV p4 Sin droga HCV p4 R 75 µM 
Mutaciónb Cambio de 
aminoácidob 
PAM 250 Número 
de 
amplicón 
Mutaciónb Cambio de 
aminoácidob 
PAM 250 Número 
de 
amplicón 
A6260Gc I259V 4 1 C6159Ac T225K 0 1 
C6289U - - 1 G6172Ac - - 1 
C6298U - - 1 G6184Ac - - 1 
A6452G N62D 2 2 C6187Uc - - 1 
C6633A T122K 0 2 C6203Ac L240I 2 1 
A6636G Q123R 1 2 C6214Uc - - 1 
U6716C F150L 1 2 A6260Gc I259V 4 1 
U6733C - - 2 C6283U - - 1 
U6741C I158T 0 2, 3 A6319G - - 1 
U6751C - - 2, 3 U6343A - - 1 
C6757U - - 3 C6355U - - 1 
U6781C - - 3 U6374G F36V -1 1 
U6816C - - 3 G6406C - - 1 
A7020G D251G 1 4 C6411U A48V 0 1 
A7026G D253G 1 4 C6412U - - 1 
A7070G T268A 1 4 A6416G T50A 1 1 
G7139A E291K 0 4 C6430U - - 1 
A7148C I294L 2 4 C6451U - - 2 
A7150G I294M 2 4 A6452G N62D 2 1, 2 
C7155U S296L -3 4 C6473U - - 2 
U7160C C298R -4 4 C6490U - - 2 
G7161A C298Y 0 4 C6505U - - 2 
A7163G M299V 2 4 C6517A - - 2 
U7164G M299T -1 4 C6517U - - 2 
U7164C M299R 0 4 G6526A - - 2 
U7183G F305L 1 4 G6565U - - 2 
U7201C - - 4 C6575U P103S 1 2 
G7228A - - 4, 5 C6576U P103L -3 2 
C7297A - - 5 C6577U - - 2 
A7299C K344T 0 5 A6581G N105D 2 2 
U7342C - - 5 C6592U - - 2 
C7583U P439S 1 6 C6595U - - 2 
C7586A Q440K 1 6 A6596G I110V 4 2 
A7655G T463A 1 6 G6607A - - 2 
G7658U V464L 2 6 G6610A - - 2 
U7661C C465R -4 6 G6628A - - 2 
U7661A C465S 0 6 A6636G Q123R 1 2 
A7696Gd - - 6 U6640C - - 2 
    C6645U S126L -3 2 
    C6676U - - 2 
    C6680U - - 2 
    U6733C - - 2 
    G6748A - - 3 
    G6779A D171N 2 3 
    U6781C - - 3 
    G6784A - - 3 
    G6802A - - 3 
    C6803U L179F 1 3 
    C6826U - - 3 
    C6843U P192L -3 3 
    C6850U - - 3 
    G6854A A196T 1 3 
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    C6859U - - 3 
    C6889U - - 3 
    G6904A - - 3 
    G6910A - - 3 
    A6940G - - 3 
    G6913A - - 4 
    G6922A - - 4 
    C6948U A227V 0 4 
    G6996A C243Y 0 4 
    C7000U - - 4 
    C7003U - - 4 
    C7015U - - 4 
    A7020G D251G 1 4 
    A7026U D253V 1 4 
    G7034A D256N 2 4 
    C7039U - - 4 
    U7047C L260P -3 4 
    G7054A - - 4 
    C7057U - - 4 
    C7067U P270L -3 4 
    A7080C E271A 0 4 
    U7082C S272P 1 4 
    A7101G D278G 1 4 
    A7134G D289G 1 4 
    G7139A E291K 0 4 
    A7148C I294L 2 4 
    A7150G I294M 2 4 
    C7155U S296L -3 4 
    G7161A C298Y 0 4 
    A7163G M299V 2 4 
    U7164G M299T -1 4 
    U7164C M299R 0 4 
    G7174U R302S 0 4 
    G7180C - - 4 
    U7181C F305L 1 4 
    U7183G F305L 1 4 
    U7193C - - 4 
    G7198U - - 4 
    U7217C Y317H 0 4 
    G7228A - - 4, 5 
    C7297A - - 5 
    A7299C K344T 0 5 
    G7312A - - 5 
    U7342C - - 5 
    C7399U - - 5 
    C7403G P379A 1 5 
    C7414U - - 5 
    G7436A G390R -3 6 
    G7441A - - 5, 6 
    G7442A G392S 1 5 
    C7447U - - 5, 6 
    C7450U - - 6 
    C7455U S396F -3 5 
    C7456A - - 5, 6 
    G7457A G397S 1 5, 6 
    C7459U - - 6 
    G7460A G398S 1 5, 6 
    C7464A P399Q 0 5, 6 
    C7464U P399L -3 5 
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    C7482U P405L -3 6 
    G7484U A406S 1 5, 6 
    C7497G T410R -1 5, 6 
    C7510U - - 6 
    U7513C - - 6 
    G7516A M416I 2 5 
    C7517U P417S 1 6 
    C7518U P417L -3 5, 6 
    C7525A - - 5, 6 
    U7556A S430T 1 6 
    G7564A - - 6 
    C7605U P446L -3 6 
    U7610C S448P 1 6 
    G7621A - - 6 
    A7655G T463A 1 6 
    A7696Gd - - 6 
Mutaciones 
distintas 
38   Mutaciones 
distintas 
127   
Sinónimas 
(%)e 
12 (32)   Sinónimas 
(%)e 




26 (68)   No 
Sinónimas 
(%)e 
59 (46)   
	  
a Las poblaciones analizadas son las del pase 4 (indicado como p4) de las infecciones a MOI inicial alta descritas en la 
Figura 5.1.3.1. 
b . La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso 
#AB047639). La región genómica analizada se sitúa entre el nucleótido 6152 y el 7725.  
c La mutación y el cambio de aminoácido está en la región NS4B. 
d La mutación y el cambio de aminoácido está en la región NS5B. 
e Número de mutaciones sinónimas y no sinónimas, y el porcentaje de cada una de ellas. 	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Anexo 3. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectro de mutantes del gen NS5A de HCV pasado en ausencia o 
presencia de ribavirina y guanosinaa. 
 
HCV p3 Sin droga HCV p3 Gua 200 µM HCV p3 R 50 µM + Gua 200 µM  HCV p3 R 100 µM + Gua 200 µM 
















A6452G N62D 2 A6357U K30I -2 U6343C -  U6269C S1L -3 
A6455G I63V 4 G6358U K30I -2 A6452G N62D 2 C6270U S1L -3 
C6632U R122C -4 G6400U K44N 1 G6487A -  U6347C -  
G6641A G125R -3 G6420A G51D 1 A6684G K139R 3 A6452G N62D 2 
A6697G -  A6452G N62D 2 A6709G -  G6511A M81I 2 
A6740G I158V 4 U6474A L69Q -2 A6758U T164S 1 A6587G K107E 0 
A6758U T164S 1 G6523A -  C6762U P165L -3 G6604A -  
G6784A -  A6540C N91T 0 U6812C Y182H 0 G6608A A114T 1 
A6840G E191G 0 G6634A -  U6832C -  G6610A -  
A6877U -  G6641A G125R -3 C6948U A227L -2 G6628A -  
U6980C S238P 1 A6683G K139E 0 A6998G T244A 1 C6718U -  
G7037A A257T 1 A6696U Q143L -2 A7013G T249A 1 G6734A V156M 2 
C7057U -  A6758U T164S 1 A7068G Q267R 1 C6757U -  
U7137A L290H -2 A6940G -  G7087A -  A6758U T164S 1 
U7137C L290P -3 A6998G T244A 1 A7128G E287G 0 C6820U -  
A7150G I294M 2 C7033U -  A7153G -  A6828U Q187L -2 
A7163G M299V 2 G7088A V274M 2 U7167C L300P -3 C6833U P189S 1 
U7273C -  U7137C L290P -3 U7201C -  C6853U -  
U7338G V357G -1 A7148G I294V 4 A7252U -  G6930A G221E 0 
C7410U S381L -3 A7150G I294M 2 A7268U T334S 1 A6958C -  
A7533G E422G 0 G7156U -  C7294U -  A6958U -  
G7598A V444I 4 U7164C M299T -1 G7300A -  G6974A A236T 1 
A7655G T463A 1 C7312U -  A7302C K345T 0 A7020C D251A 0 
   A7391G D375G 1 C7307U P347S 1 U7023C V252A 0 
   A7533G E422G 0 C7318U -  G7025A D253N 2 
   G7598A V444I 4 C7319U P351S 1 G7034A D256N 2 
      U7359C I364T 0 A7035G D256G 1 
      A7433G T389A 1 G7063A -  
      A7533G E422G 0 U7089C V274A 0 
      G7559A D431N 2 U7103G F279V -1 
      G7598A V444I 4 A7115G M283V 2 
      G7640C E458Q 2 C7119U A284V 0 
      A7655G T463A 1 C7120U -  
         C7132U -  
         G7133A D289N 2 
         A7134G D289G 1 
         C7143U P292L -3 
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         A7150G I294M 2 
         U7160C C298R -4 
         G7180A -  
         C7192U -  
         C7224U P319L -3 
         C7239U S324L -3 
         G7246A -  
         C7296U P343L -3 
         U7344C L359P -3 
         C7373A Q369K 1 
         C7379U -  
         G7382A A372T 1 
         C7407U P380L -3 
         G7438A -  
         C7440U A391V 0 
         G7461A G398D 1 
         C7482U P405L -3 
         C7486U -  
         G7516C M416I 2 
         C7521U P418L -3 
         A7533G E422G 0 
         C7544U P426S 1 
         C7557A S430Y -3 
         C7574G Q436E 2 
         C7582U -  
         G7598A V444I 4 
         U7610C S448P 1 
         G7612A -  
         U7624G -  
         A7655G T463A 1 
Mutaciones 
distintas 
23  Mutaciones 
distintas 
26  Mutaciones 
distintas 
33  Mutaciones 
distintas 
67  
Sinónimas (%)c 5 (22)  Sinónimas (%)c 6 (23)  Sinónimas (%)c 11 (33)  Sinónimas (%)c 22 (33)  
No Sinónimas 
(%)c 
18 (78)  No Sinónimas 
(%)c 
20 (77)  No Sinónimas 
(%)c 
22 (67)  No Sinónimas 
(%)c 
45 (67)  	  
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3  (indicadas como p3) de las infecciones descritas en la Figura 5.1.5.1. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). Los aminoácidos se representan según el código de una letra 
(explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-terminal al C-terminal. 
c Número de mutaciones sinónimas y no sinónimas, y el porcentaje de cada una de ellas. 
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Anexo 4. Mutaciones, cambio de aminoácido y su probabilidad (PAM 250) en los espectro de mutantes del gen NS5A de HCV pasado en ausencia o 
presencia de guanosina y ácido micofenólicoa. 
 
HCV p3 Sin droga HCV p3 Gua 200 µM HCV p2 MPA 5 µM HCV p3 MPA 5 µM + Gua 200 µM 
















A6452G N62D 2 A6357U K30I -2 C6283U -  A6319G -  
A6455G I63V 4 G6358U K30I -2 C6335U -  A6425G M53V 2 
C6632U R122C -4 G6400U K44N 1 U6350C F28L 2 A6452G N62D 2 
G6641A G125R -3 G6420A G51D 1 G6361A -  C6615U S116L -3 
A6697G -  A6452G N62D 2 C6364A -  A6696U Q143L -2 
A6740G I158V 4 U6474A L69Q -2 A6452G N62D 2 C6835U -  
A6758U T164S 1 G6523A -  C6492U T75I 0 U6863G L199V 2 
G6784A -  A6540C N91T 0 G6604A -  A6940G -  
A6840G E191G 0 G6634A -  U6644A S126T 1 A7020U D251V -2 
A6877U -  G6641A G125R -3 A6828G Q187R 1 A7035G D256G 1 
U6980C S238P 1 A6683G K139E 0 C6900U A211V 0 A7040G N258D 2 
G7037A A257T 1 A6696U Q143L -2 G6961C -  C7057U -  
C7057U -  A6758U T164S 1 C6999U T244I 0 U7078C -  
U7137A L290H -2 A6940G -  A7134G E289G 0 A7115G M283V 2 
U7137C L290P -3 A6998G T244A 1 U7160C C298D -5 U7164C M299T -1 
A7150G I294M 2 C7033U -  G7161A C298D -5 U7167C L300P -3 
A7163G M299V 2 G7088A V274M 2 A7172G R302G -3 A7327G -  
U7273C -  U7137C L290P -3 C7251U P328L -3 C7393U -  
U7338G V357G -1 A7148G I294V 4 U7255C -  G7442A G392S 1 
C7410U S381L -3 A7150G I294M 2 A7389G K374R 3 G7495A -  
A7533G E422G 0 G7156U -  G7465A -  A7514G M416V 2 
G7598A V444I 4 U7164C M299T -1 G7547A D427N 2 A7533G S422G 1 
A7655G T463A 1 C7312U -  G7598A V444I 4 G7598A V444M 2 
   A7391G D375G 1 A7631C T455P 0 A7600G V444M 2 
   A7533G E422G 0 G7645A -  A7631G T455A 1 
   G7598A V444I 4 A7655G T463A 1 A7652G T462A 1 
Mutaciones 
distintas 
23  Mutaciones 
distintas 
26  Mutaciones 
distintas 





5 (22)  Sinónimas 
(%)c 
6 (23)  Sinónimas 
(%)c 
9 (35)  Sinónimas 
(%)c 




18 (78)  No 
Sinónimas 
(%)c 
20 (77)  No 
Sinónimas 
(%)c 
17 (65)  No 
Sinónimas 
(%)c 
18 (69)  	  
a Las poblaciones analizadas son las del pase 3 (indicado como p3) de las infecciones descritas en la Figura 5.1.6.1. 
b La numeración de los residuos del genoma de HCV se corresponde con la del genoma JFH-1 (número de acceso #AB047639). Los aminoácidos se representan según el código de una letra 
(explicado en Abreviaturas) y se numeran desde el aminoácido N-terminal al C-terminal. 
c Número de mutaciones sinónimas y no sinónimas, y el porcentaje de cada una de ellas. 
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10. Artículo publicado. 	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